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Abstract:

Direkt nach einer Transplantation ist es wichtig die Funktion des Immunsystems des Patienten durch
die Gabe von Immunsuppressiva zu vermindern, damit das Organ nicht abgestoRen wird. Dazu ist
eine genaue Dosierung dieser Medikamente anhand der aktuellen Arzneistoffkonzentration im Blut
nétig. Ein Geréat zur Uberwachung der Immunsupprssiva im Blut von Transplantationspatienten soll
entwickelt werden. Die kommerziell erhaltlichen Antikérper gegen die Arzneistoffe Tacrolimus und
Mycophenolsdure wurden mittels Reflektometrischer Interferenzspektroskopie (RIfS) charakterisiert.
Aulerdem wurden Kreuzreaktivitditen zwischen den strukturell ahnlichen Immunsuppressiva
Tacrolimus, Sirolimus und Everolimus (Makrolide) bestimmt.
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Einleitung

Die ersten 72 Stunden nach einer Organtrans-
plantation sind hinsichtlich einer AbstoRBungsre-
aktion besonders kritisch. Immunsuppressiva
verhindern die AbstolRung des transplantierten
Organs, indem sie das Immunsystem
unterdricken. Sie besitzen eine enge therapeu-
tische Breite und muissen deshalb mdglichst
exakt dosiert werden. Bei Unterdosierung be-
steht die Gefahr der AbstoRBung, bei Uberdosie-
rung konnen toxische Nebenwirkungen das
Leben des Patienten gefdhrden. In der Klinik
werden zur Berechnung der nachsten Dosis
einmal taglich die Arzneistoffkonzentrationen
der Immunsuppressiva im Blut bestimmt. Es hat
sich jedoch herausgestellt, dass die Bestim-

mung der Flache unter der Blutspiegelkurve zur
Bestimmung der nachsten Dosis besser ge-
eignet ist. Dazu ist es nétig Blutproben in kur-
zen Zeitintervallen von 5-20 min zu analysieren.

In dem von der EU geférderten Projekt
NANODEM (NANOphotonic Device for Multiple
therapeutic drug monitoring) soll ein Geréat ent-
wickelt werden, das die Uberwachung der
Immunsuppressiva und deren Metabolite im
Blut von Transplantationspatienten direkt am
Patientenbett (Point-Of-Care) ermdoglicht [1].
Dies soll in Form eines Immunoassays mithilfe
spezifischer Antikorper geschehen. Der Patient
soll dabei Uber einen intravendsen Katheter mit
Mikrodialyseeinheit direkt mit der Messeinheit
verbunden sein.

Abbildung 1: Schematische Zeichnung des POCT-Gerétes [2]
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In diesem Zusammenhang stellte sich die Auf-
gabe die Antikérper gegen die entsprechenden
Arzneistoffe zu charakterisieren. Als Methode
bot sich die ,Reflektometrische Interferenz
Spektroskopie* (RIfS) an. Hier soll Uber erste
Ergebnisse berichtet werden.

Methoden

Bei der Reflektometrischen Interferenz-
spektroskopie handelt es sich um eine optische
Detektionsmethode, die auf der Interferenz von
Weillicht an diinnen Schichten beruht [3]. Vor-
teile dieser Methode sind, dass kein Labeln der
Analyten bzw. Antikérper notwendig ist, was
eine Bestimmung von Affinitdtskonstanten im
naturlichen Zustand ermdglicht Auflerdem wird
ein zeitaufgeldstes Bindungssignal erhalten.
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Abbildung 2: Charakteristisches Interferenzspektrum
bei der Einstrahlung von WeiBlicht [4]

Die oberste Schicht eines Glastransducers wird
chemisch modifiziert. Weilllicht wird einge-
strahlt und an den Phasengrenzen der ver-
schiedenen Schichten teils transmittiert, teils
reflektiert. Die reflektierten Teilstrahlen Uberla-
gern sich zu einem Interferenzspektrum.
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Abbildung 3: Verschiebung des Interferenzspektrums
bei Anbindung eines Molekiils an die sensitive
Schicht des Transducers

Durch die Wechselwirkung eines Molekils mit
der Transduceroberflaiche, kommt es zu einer
Anderung der optischen Schichtdicke, dem
Produkt aus der physikalischen Schichtdicke
und dem Brechungsindex. Das Interferenz-
spektrum verschiebt sich.
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Abbildung 4: Zeitaufgeléstes Signal der Anbindung
eines Moleklils an die sensitive Schicht
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Uber die Verschiebung eines Minimums im
Interferenzspektrum kann die Anbindung Uber
die Zeit detektiert werden.

Chemische Modifizierung der Oberflachen

Um die Interaktion zwischen Immun-
suppressivum und Antikérper zu charakterisie-
ren, wurden die Arzneistoffe an der Oberflache
von Glastransducern immobilisiert [5]. Dazu
wird die Oberflache zuerst mit 6M Kalilauge
gereinigt und anschlieffiend mit Piranha-Lésung
aktiviert (konzentrierte Schwefelsaure, Wasser-
stoffperoxid (30%), (3:2)). Die Silanolgruppen
auf der Oberflache werden mit GOPTS (3-
Glycidyloxypropyl-trimethylsilan) silanisiert. Um
unspezifische Wechselwirkungen des Antikor-
pers an der Glasoberflache zu verhindern wird
im Folgenden das Biopolymer Diamino-
Polyethylenglykol (DA-PEG) aufgebracht, wel-
ches mit den Epoxyguppen des GOPTS rea-
giert. Sowohl Mycophenolsdure als auch das
verwendete Tacrolimusderivat besitzen eine
Carboxyfunktion die mit DIC (Diisopropyl-
carbodiimid) aktiviert wird und so an die Ami-
nogruppe des DA-PEGs koppelt. Die beschich-
teten Transducer kénnen einige Wochen im
Kihlschrank (4°C) gelagert werden.

Abbildung 5: Immobilisierter Arzneistoff (Myco-
phenolsdure bzw. Tacrolimus) auf der Oberfléche

Um Antikérper auf der Oberflache zu immobil-
sieren, wird wie bereits beschrieben DA-PEG
auf die Oberflache aufgebracht. Dieses wird mit
Glutarsaureanhydrid (GA) umfunktionalisiert, so
dass die Carboxygruppen der Oberflache mit-
tels DIC/NHS (N-Hydroxysuccinimid) aktiviert
werden kénnen. Der Antikérper wird nun Uber
seine Aminogruppen angekoppelt.

Abbildung 6: Immobilisierter Antikérper auf der Ober-
flache
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Ergebnisse

Abbildung 7: Ablauf einer RIfS-Messung

Zu Beginn jeder Messung wird Puffer Gber den
Transducer gegeben, sodass eine Basisline
erhalten wird. Es folgt die Probe. Ein Bindungs-
signal kann beobachtet werden. Nach dem
Auftrag der Probe wird mit PBS (Phosphatpuf-
fer) gespllt, um eine mdgliche Dissoziation von
der Oberflache erkennen zu kénnen. Damit der
selbe Transducer mehrmals hintereinander ver-
wendet werden kann, wird die Oberflache nach
jeder Messung regeneriert, bevor bei Spilen
mit PBS-Puffer wieder die Basisline erhalten
wird.

Die folgenden Messungen wurden in PBS-
Puffer durchgefuhrt, als Regenerationsmittel
diente 6M Guanidiniumchlorid-Lésung pH1,5.

Tacrolimus

Zuerst wurde die Anbindung des Anti-
Tacrolimus-Antikérpers an Tacrolimus unter-
sucht. Es konnte ein spezifisches Signal erhal-
ten werden, das durch Zugabe des Analyten
gehemmt werden kann. Dazu wurde der Anti-
kérper vor dem Probenauftrag 30 min bei
Raumtemperatur mit dem Arzneistoff vor-
inkubiert.
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Abbildung 8: Spezifische Antikérperbindung

Vor der eigentlichen Messung mit Antikdrper
wird die unspezifische Bindung von Proteinen
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(hier BSA) an die Oberflache Uberprift. Ein
Spuilschritt mit Puffer schliefl3t sich an, bevor ab
Sekunde 600 die Anbindung des Anti-
Tacrolimus-Antikérpers zu sehen ist. Der Anti-
Testosteron-Antikdrper bindet hingegen nicht
an die Oberflache.

0,5+ 1mg/L anti-Tacrolimus-Antikérper +
’ —— 0,5pg/L Tacrolimus
—— 16pg/L Tacrolimus
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Abbildung 9: Bindungs-Inhibition Tacrolimus

Durch die Zugabe von 16 ug/L Tacrolimus zu 1
mg/L Anti-Tacrolimus-Antikérper werden alle
Bindungsstellen der Antikérper geséttigt, so
dass keine Anbindung an die Oberflache mehr
stattfindet.

Mycophenolséure

Auch bei dem Immunsuppressivum Myco-
phenolsdure (MPA) wird ein spezifisches Signal
durch die Anbindung des Antikdrpers an den
Arzneistoff auf der Transduceroberflache erhal-
ten. Dieses Signal kann durch Zugabe von
MPA inhibiert werden.
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Abbildung 10: Bindungs-Inhibition Mycophenolséure

Kreuzreaktivitat zwischen verschiedenen
Makroliden

Zur Untersuchung der Kreuzreaktivitat wurden
die Makrolide Tacrolimus, Sirolimus und
Everolimus je auf der Oberflache eines Glas-
tranducers immobilisiert. Es zeigte sich, dass
der Anti-Tacrolimus-Antikérper auch alle struk-
turell &hnlichen immobilisierten Makrolide er-
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kennt. Das Bindungssignal war bei allen dieser
immobilisierten Arzneistoffe &hnlich hoch.
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Abbildung 11: Kreuzreaktivitdt des Anti-Tacrolimus
Antikdrpers zu immobilisiertem Everolimus

Der Anti-Tacrolimus-Antikérper bindet an die
mit Everolimus beschichtete Transducer-
oberflédche. Der Anti-Mycophenolsdure Antikor-
per zeigt keine Anbindung.

AFM-Messung der Immobilisierten IgG-
Antikorper

Die Anbindung des Anti-MPA-Antikdrpers an
die Transduceroberflache wurde mittels Raster-
kraftmikroskopie (AFM) Uberprift.

Abbildung 12: AFM-Bild der DA-PEG Oberfldche
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Abbildung 13: AFM-Bild des immobilisierten Anti-
Mycophenolséure-Antikérpers (IgG)

Im Vergleich zur DA-PEG-Oberflache, auf die
der Antikérper aufgebracht wurde, sieht man
eine deutliche Zunahme der Rauigkeit.

Ausblick

Durch die Charakterisierung der Antikérper
gegen die Immunsuppressiva Tacrolimus und
Mycophenolsdure konnten unter anderem In-
formationen Uber Spezifitat, Reproduzierbarkeit,
Affinitdt und Inhibierbarkeit erhalten werden.
Auf Grund dieser Erkenntnisse wird ein fluores-
zenzbasierter Immunoassay unter Verwendung
von Nanopartikeln entwickelt werden.
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