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Zusammenfassung

Antikorper haben die Eigenschaft, mit der Zeit zu aggregiemwas zu einem Aktivi-
tatsverlust und einer immunologischen Reaktion beim Patnefiihren kann. Steuerbare
Faktoren, die eine Aggregatbildung wesentlich beeinflussimd z.B. Lagertemperatur,
Primarpackmittel und Matrixzusammensetzung. Das ZielStabilitatsprifung ist eine
moglichst frihe Erkennung von Antikérperaggregaten igieatise im Bereich der Di-
merbildung von kleiner 5%. Dies erfordert besonders sergiind nicht invasive Unter-
suchungsmethoden.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein fluoreszenzmikroskoper Ansatz verfolgt mit
der Aufzeichnung von zeitmarkierten, zeitaufgelostenTRT Daten und Auswertungen
mittels Photonenzahlhistogramm (PCH), Einzelereignesemking sowie tber die Erstel-
lung von Autokorrelationskurven (ACC) und Anwendung von Awiwelationsfunktio-
nen (ACF). Als Probe wurde das IgG ABT-325 verwendet, welchiésAtexa Fluor®
532 Succinimidylester fluoreszenzmarkiert wurde (Alex@¥A25). TTTR-Daten kon-
nen in Bezug auf unterschiedliche Helligkeiten oder Diifunsigeschwindigkeiten der
beteiligten Partikel ausgewertet werden. Fir die Diskmierung zwischen Monome-
ren und Dimeren ergaben sich folgende Probleme. Die mFealsreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (FCS) bestimmten Diffusionskoeffizientem yionomer = 3,20 x
101 n? /sfir das Monomer und Bimer = 2,30 x 10 n?/sfiir das Dimer erméglichten
keine hinreichende Differenzierung im Gemisch, da fur eiesndestens der Faktor 1,6

zwischen den Diffusionskoeffizienten notwendig ist. DiezAhl der Label von Alexa-




Zusammenfassung

ABT-325 ist poissonverteilt. Die theoretischen BerechnuimgAlexa-ABT-325 Dimere
zeigt, dass sich die Verteilungen der Anzahl von Labeln @il fir Monomere und
Dimere iberschneiden. Wegen dieser Uberschneidung dimilMegen konnen auch die
PCH und die Einzelereigniserkennung nicht zwischen AleBd-825 Monomer- und
Dimeranteilen in einer Probe unterscheiden.

Daher wurde eine neue Methode fur die Auswertung der TTTRyDantwickelt. Mit
dieser werden TTTR-Daten autokorreliert und mittels ein@FAmit zwei festgesetz-
ten Wendepunkten gefittet. Der erste Wendepunkt stellt dfedbonszeitkonstante des
Alexa-ABT-325 Monomers dar. Der zweite Wendepunkt ging i logarithmisch ver-
teilten Werten zwischen Oglund 1sin die Auswertung ein. Die sich ergebenden Anteile
fur die zweite Fraktion werden Gber den zweiten Wendepumktggetragen und mit einer
einfachen Potenzfunktion gefittet. Der Wert des Faktord¢enzfunktion (¢ Wert) wird
mit einer Kalibrierkurve aus simulierten Daten mit bekambDimeranteilen verglichen.
Die neue Auswertungsmethode ben6tigt die bestmoglicherr&$zenzfluktuationsdaten,
die durch die Verwendung kleiner Konzentrationen, langesstlauern und einer Laser-
leistung, die nicht zu Séttigungseffekten bei Alexa FRUBB2 filhrte, erzeugt wurden.
Die Uberpriifung der neuen Auswertungsmethode erfolgtehddie Vermessung von
Proben, in denen definierte Mengen an Antikérperdimererugtzwurden. Abschlie-
Rend wurden bei 4C und 50C gelagerte Alexa-ABT-325 Proben vermessen. Die bei
50°C gelagerten Proben wiesen schon in der Intensitatssghibaie Aggregate auf, die
allerdings zu zahlreich und grof3 waren, um die Proben mindeen Auswertungsme-
thode untersuchen zu kénnen. Fir die baC4elagerten Proben konnte eine signifikante
Zunahme des Aggregatanteils nach sieben Tagen gezeigtmyevdhrend er bei den ein,

zwei und vier Tage gelagerten Proben anndhernd gleich war.
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Einleitung

1.1 Antikorper

Antikorper sind Glykoproteine mit einer konservierterenkiettigen Struktur, bestehend
aus zwei identischen leichten und zwei identischen schwiegten, die Uber Disul-
fidbrticken verbunden sind. In der Klasse der Mammalia gilzires Typen von leichten
Ketten(k undA ) und funf Typen von schweren Kettem,(d, €, yund ) [1], anhand derer
die Antikdrper in unterschiedliche Klassen (IgA, 1gD, IgBG und IgM) eingeteilt wer-
den (Abbildung 1.1) [2]. Antikdrper fungieren als spezifisdomponente der humoralen
Immunantwort. Sie markieren Antigene durch spezifische Bugdflir die Phagocytose

oder cytotoxische und lytische Reaktionen durch ImmunzgBé

IgG IgD IgE

IgA (Dimer) IgM (Pentamer)

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der verschiedenen humanen Igiotwhn-
klassen mit der letzten Doméne des Fc-Teiles (blau), deulfidibricken
(orange) und den J-Ketten (lila), in Anlehnung an [4].




1.1 Antikérper

1.1.1 Immunglobulinklassen
1.1.1.1 Immunglobulin A (IgA)

IgA kommt u.a. im Serum, im Verdauungstrakt sowie in Korpesigkeiten wie Spei-
chel und Schweil3 vor. Es bildet die erste Abwehrlinie beildkalen Infektionsabwehr.
IgA verhindert u.a. die Anheftung von Viren und Bakterien @& @berflachen von Epi-
thelien. Es gibt zwei IgA Subklassen IgA1 natl und IgA2 mita2 schweren Ketten.
IgA1 und IgA2 haben beide ein Molekulargewicht von k@&& Annéhernd 60% aller
Immunglobuline sind IgAs, wobei der grof3ere Anteil des Ig&&retiert wird. IgA gibt

es in einer monomeren und in einer dimeren Form. Die seksette, dimere Form hat

ein Molekulargewicht von 40kDa|2, 5].

1.1.1.2 Immunglobulin D (IgD)

IgD kommt hauptsachlich als membrangebundener Antigepter in B-Lymphozyten
vor. Es ist notwendig fur die Differenzierung von B-ZellerHtasma- und B-Gedachtnis-

zellen. Das Molekulargewicht von IgD betragt 18%a [2, 6].

1.1.1.3 Immunglobulin E (IgE)

IgE kommt hauptséachlich auf der Oberflache von Mastzellehhasophilen Granulozy-
ten vor und hat eine Schutzfunktion gegen Parasiten. Egrigié Auslosung allergischer

Reaktionen verantwortlich. IgE hat ein Molekulargewichbvi®0kDa [2, 7].

1.1.1.4 Immunglobulin M (IgM)

IgM kommt in einer monomeren Form mit einem Molekulargewigbn 18kDa als
Antigenrezeptor auf B-Zellen vor. In einer pentameren Foibemem Molekulargewicht
von 90kDakommt es fast ausschlief3lich im Blut vor [2,8]. IgM ist besersdaktiv gegen

Mikroorganismen.
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1.1.1.5 Immunglobulin G (IgG)

IgG ist der wichtigste Antikorper in der sekundéaren Immumamt. Er kann das Komple-
mentsystem zur Abwehr von Mikroorganismen aktivierenn8éiab-Teile sind die anti-
genbindenden Arme des Antikorpers, der Fc-Teil bindet arepiezen auf Monozyten,
Makrophagen und Granulozyten. Die IgGs werden in vier Saggdn mit den schweren
Kettenyl, y2, y3 odery4 eingeteilt [9]. Ihre schweren Ketten werden in drei konsta
(Cu1l, C42 und G43) und eine variable (i) Doméne, ihre leichten Ketten in eine konstan-
te (G.) und eine variable (V) Domane eingeteilt. Die Primarstruktur der vier Subklasse
ist zu Uber 95% identisch. In den Gelenkregionen gleictit die Aminoséauresequenz zu
60-70% [10]. IgG hat ein Molekulargewicht von 1&Da [1]. Bei einer limitierten Pro-
teolyse von IgG mit Papain entstehen ein kristallisierbéife) und zwei antigenbindende
(Fab) Antikorperfragmente (Abbildung 1.2). Ein bivalensatigenbindendes Antikorper-
fragment (F(ab?) und ein kleineres kristallisierbares Antikdrperfragmentstehen bei

einer limitierten Proteolyse von IgG mit Pepsin.

F(ab’),

Fab

Fc

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung eines IgG1 mit Fc-, Fab- und F(&vag-
menten und den DomanenyMblau), V. (grin), G (braun) und G
(schwarz), in Anlehnung an [9].

Die Reihenfolge der Flexibilitat zwischen den Fab-Armenliemanen IgG Subklassen
ist IgG3 > 1gG1 > IgG4 > 1gG2 [11], mit einem mittlerem Winkelischen den Fab-
Armen von 136° (IgG3), 128° (IgG4), 127° (IgG2) und 117° (IY311]. Bei einem
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lgG1 betragt der Abstand zwischen den beiden Fab-Segm#&h&h und zwischen dem
Ende des Fc-Teils und den hypervariablen Regionen 108 A &A 112].

1.1.2 Immunglobulinpraparate

Die therapeutische Verwendung von Antikérpern hat mit deutkalisation von Bakteri-
entoxinen begonnen [13]. Heute werden Antikorper fiur eiaehgende Anzahl an Indi-
kationen eingesetzt. Zu nennen sind hier beispielswemamatoide Arthritis (Adalimu-
mab) [14], Morbus Crohn (Infliximab) [14-18], Psoriasis (elshumab) [19] und die im-
munsuppressive Behandlung (Basiliximab) [20]. Eine weitengvendungsmaoglichkeit
ist die Neutralisation von Antikorpern gegen rote Blutkagheen der Blutgruppe Rhesus
positiv durch anti-D IgG [21]. Monoklonale Antikorperpraate, die eine Zulassung er-
halten haben, sind in der Tabelle 1.1 nach Paul-EhrlichtingStand vom 7.7.2011 [22])

dargestellt.

Tabelle 1.1:Monoklonale Antikoérperpréaparate mit einer Zulassung nRell-Ehrlich-

Institut.
Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs-
Indikationsgruppe inhaber nummer
Arzerrd® Ofatumumab, chronische Glaxo Group  EU/1/10/625/-
lymphatische Leukamie Ltd. 001-002
Avastirf® Bevacizumab, Zytostatikum Roche EU/1/04/300/-
Registration 001-002
Ltd.
Cimzid® Certolizumab, UCB Pharma  EU/1/09/544/-
Antirheumatikum S.A., Brussel, 001-002
Belgien
Erbitux® Cetuximab, Anti-EGFR Merck EU/1/04/-
281/001
Herceptiff Trastuzumab, Anti-HER2 Roche EU/1/00/-
Registration 145/001
Ltd.
Humird® Adalimumab, Anti-TNFa Abbott EU/1/03/256/-
Laboratories, 001-010
UK Ltd.

- Fortsetzung auf der nachsten Seite -
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Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs-
Indikationsgruppe inhaber nummer
llaris® Canakinumab, Anti-IL-B Novartis EU/1/09/564/-
Europharm 001-002
Limited, UK
Leukoscan Sulesomab, Anti-GlykoproteinMMUNO- EU/1/97/-
NCA90 MEDICS 032/001
Europe
Lucenti® Ranibizumab, Anti-VEGF Novartis EU/1/06/-
Europharm 374/001
Ltd.
MabCampatfi Alemtuzumab, Anti-CD52 Genzyme EU/1/01/193/-
Europe BV 001-002
MabTher& Rituximab, Anti-CD20 Roche EU/1/98/067/-
Registration 001-002
Ltd.
Orthoclone Muromonab, Anti-CD3 Janssen-Cilag 18a/88
OKT3® GmbH
Prolid® Denosumab, Anti-RANKL Amgen Europe EU/1/10/618/-
B.V. 001-004
REMICADE®  Infliximab, Anti-TNF-a Centocor B.V., EU/1/99/-
NL 116/001
Removal® Catumaxonab, Bispezifisch:  Fresenius EU/1/09/512/-
anti-CD 3, anti-EpCAM Biotech GmbH 001-002
ReoPr& Abciximab, Anti-GPlIb/llla Centocor B.V., 100a/94
NL
ReoPr&® Abciximab, Anti-GPlIb/llla MPA Pharma PELILH.
GmbH 01051.01.1
Rilonacept Anti-IL-1 Regeneron UK EU/1/09/-
Regeneron Limited 582/001
RoActemr& Tocilizumab, Anti-IL-6 Roche Reg. EU/1/08/492/-
Rezeptor Ltd. 001-006
Scintimur® Besilesomab, CIS bio EU/1/09/602/-
Anti-Granulozyten-Antikoérper international, = 001-002
FR
Simponf Golimumab, Anti-TNFa Centocor B.V., EU/1/09/546/-
NL 001-004
SimulecP Basiliximab, Anti-CD25 Novartis EU/1/98/-
Europharm 084/001
Ltd.
Soliris Eculizumab, Anti-Komplement Alexion EU/1/07/-
C5 Europe SAS 393/001

- Fortsetzung auf der nachsten Seite -
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Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs-
Indikationsgruppe inhaber nummer
STELARA® Ustekinumab, Janssen-Cilag EU/1/08/494/-
IgG1K-Anitkorper International 001-004
NV
Synagi€ Palivizumab, Anti-RS-Virus Abbott EU/1/99/117/-
Laboratories, 001-002
UK Ltd.
TYSABRI® Natalizumab, Antie4-Integrin  Elan Pharma  EU/1/06/-
International 346/001
Ltd.
Vectibix® Panitumumab, Anti-EGFR Amgen EuropaEU/1/07/423/-
B.V. 001-003
Xolair® Omalizumab, Anti-IgE Novartis EU/1/05/319/-
Europharm 001 -
Ltd. 010
Zevalirf® Ibritumomab-Tiuxetan, Schering AG EU/1/03/-
Anti-CD20 264/001

Immunglobulinpraparate, die eine Zulassung besitzen, isinler Tabelle 1.2 nach Paul-

Ehrlich-Institut (Stand vom 7.7.2011 [22]) dargestellt.

Tabelle 1.2:Immunglobulinpraparate nach Paul-Ehrlich-Institut, €iee Zulassung be-

sitzen.

Bezeichnung

Stoff- oder
Indikationsgruppe

Zulassungs-
inhaber

Zulassungs-
nummer

Beriglobir® Normales Ig vom Menschen CSL Behring 176a/92
GmbH

Beriral® Tollwut-1g CSL Behring  107a/89
GmbH

Bisekd® Humanes Biotest Pharma 32a/78

Normalserumpraparat GmbH

Cytotecf Cytomegalie-lg Biotest Pharmal7a/93

Biotest GmbH

Cytotec® CP  Cytomegalie-Ig Biotest Pharma6a/96

Biotest GmbH

- Fortsetzung auf der nachsten Seite -




Einleitung

Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs-
Indikationsgruppe inhaber nummer

Flebogamm& Normales Ig vom Menschen Grifols 526a/91

5% Deutschland
GmbH

Flebogamm& Normales Ig vom Menschen Instituto EU/1/07/404/

dif Grifols, S.A. 001-005

Gammagar8 Normales Ig vom Menschen Baxter 186a/92

S/D Deutschland
GmbH

Gammanord  Normales Ig vom Menschen Octapharma PEIH.
GmbH 03070.01.1

Gamune® Normales Ig vom Menschen Talecris PEIH.

10% Biotherapeutics 02726.01.1
GmbH

Hepatec® CP  Hepatitis-B-Ig Biotest Pharma72a/96
GmbH

Hepatitis-B-lg  Hepatitis-B-Ig CSL Behring  105a/89

Behring GmbH

lg Vena 5@y/L  Normales Ig vom Menschen Kedrion S.p.A. PEI.H.

Infusionslo6- 03409.01.1

sung

Intraglobin ¥ Normales Ig vom Menschen Biotest Pharma98a/95
GmbH

Intratec® Normales Ig vom Menschen Biotest Pharm®&EI.H.
GmbH 02901.01.1

Intratec® Normales Ig vom Menschen CC Pharma PELILH.
GmbH 07961.01.1

Intratec® Normales Ig vom Menschen EMRA-MED PEILH.
Arzneimittel 03621.01.1
GmbH

KIOVIG Normales Ig vom Menschen Baxter EU/1/05/329/
Deutschland  001-005
GmbH

Octagar®? Normales Ig vom Menschen Octapharma PEI.H.

10% (IvVig) GmbH 03627.01.1

Octagar? 5% Normales Ig vom Menschen Octapharma PEI.H.
GmbH 00187.01.1

Octagar?
50mg/mL

Normales Ig vom Menschen

Octapharma 485a/93

GmbH

- Fortsetzung auf der nachsten Seite -




1.1 Antikérper

Bezeichnung Stoff- oder Zulassungs- Zulassungs-
Indikationsgruppe inhaber nummer

PARTOBULIN Anti-D-Ig Baxter 20a/88

SDF Deutschland
GmbH

Pentaglobiff Ig vom Menschen Biotest Pharmal70a/90
GmbH

Priviger® Normales Ig vom Menschen CSL Behring  EU/1/08/446/

(1Vig) GmbH 001-004

Rhesonati{ Anti-D-Ig Octapharma PEILH.
GmbH 03287.01.1

Rhophyla® Anti-D Ig vom Menschen CSL Behring PEI.H.

200 GmbH 00399.03.1

Rhophyla® Anti-D-Ig CSL Behring  PELH.

300 GmbH 00399.02.1

Sandoglobulin Normales Ig vom Menschen CSL Behring 124a/84
GmbH

SUBCUVIA Normales Ig vom Menschen Baxter 16a/88

160g/L Injek- Deutschland

tionslésung GmbH

Tetagarf? P Tetanus-Ig CSL Behring 108a/89
GmbH

TETANOBULIN Tetanus-Ig Baxter 440/74

S/D Deutschland
GmbH

Tollwut- Tollwut-lg Sanofi Pasteur 13a/97

globulin MSD GmbH

Mérieux® P

Varicellor® Varicella Zoster-Ig CSL Behring 101a/89
GmbH

Varitec® Varicella Zoster-Ig Biotest Pharmal16a/93
GmbH

Varitecf® CP Varicella Zoster-Ig Biotest Pharma203a/95
GmbH

Vivaglobin® Normales Ig vom Menschen CSL Behring PEIH.

GmbH

03095.01.1




Einleitung

1.1.2.1 ABT-325

ABT-325, der in dieser Arbeit exemplarisch untersuchte Kirper, ist ein IgG1 mit ei-
nerk leichten Kette [23], der fur die IL-18 Neutralisation z.B.i bleeumatoider Arthritis
eingesetzt wird [14]. ABT-325 zeigt Geschwindigkeitskamden fir die Bindung ()
und die Dissoziation @) von 3,67x 10°M1s! und 5,03x 10°s? und eine thermody-
namische Dissoziationskonstantey(ivon 140pM [23].

Die in Abbildung 1.3 gezeigte Rontgenkristallstruktur dedfFragments von ABT-325
ist mit einer Auflésung von 1,49A in der ,RCSB Protein Data BanRD@) unter der

Kennnummer 2VXV enthalten [24].

Abbildung 1.3: Rontgenkristallstruktur des Fab-Fragments von ABT-325. Plbil-
dung wurde mit dem RCSB PDB Protein Workshop 3.9 und den Daten
mit der PDB Kennummer 2VXV erstellt.

Die schwere Kette von ABT-325 enthalt elf und die leichte Kdiinf Cysteine [25], die
alle als Cystine vorliegen und daher fir eine Markierung nzctganglich sind. Darlber
hinaus enthalt der Antikorper 88 Lysine und 36 Argenine [2i@ flr eine Markierung

genutzt werden kénnen (siehe Kapitel 3.3.3.1).
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1.1 Antikérper

1.1.3 Antikorperaggregation

Die Aggregation von Antikorpern, das heif3t die Bildung vommeren bis hin zu Oligo-
meren, geht in der Regel mit einem Verlust der Aktivitat emfa6]. Aul3erdem legen
klinische Studien mit Antikbrpermedikamenten nahe [27, B&ss Antikorperaggrega-
te ein moglicher Ausloser von Immunreaktionen sind [29, 3@raus ergibt sich die
Notwendigkeit, Antikbrpermedikamente auf ihren Aggregdialt hin zu untersuchen.
Fur die Entstehung von Aggregaten gibt es verschiedenechesaund Faktoren, die
diesen Prozess fordern. Als mdgliche Ursachen flr eineeidecAggregatbildung sind
Einfrieren, Auftauen [31-33], Erhitzen [34], OberflachemwProbenbehaltern oder Eis-
oberflachen [35, 36], Schitteln oder Ruhren [37] und nieduigaNerte [38, 39] bekannt.
Dabei konnen kovalente und nicht-kovalente Aggregatetetmes [40]. Es ist beschrie-
ben, dass die Aggregatmenge mit der Proteinkonzentratia@ssriger Losung [35] und
der Lagerzeit zunimmt [31]. Bekannt sind Fc-Fc [41] und IgmAntiidiotyp [11,42] In-
teraktionen, die zur Antikdrperaggregation fuhren konrfarch wurde eine Hyperoxid-

Anion (OyY) induzierte, nicht-kovalente Aggregation bei humanemldgp@obachtet [43].

11
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1.2 Fluoreszenz

Die Fluoreszenz ist eine Form der Lumineszenz, bei der diedumg des emittieren-
den Systems durch die Absorption von Photonen erfolgt. BelFtilereszenz findet eine
Desaktivierung von angeregten ElektronenzustanderS.) durch die Reemission der
Anregungsenergie als Strahlung statt. Der Grundzustag)dug&l hierbei durch Emissi-

on innerhalb von 18-10%s nach der Anregung wieder erreicht. Dabei hat die emittierte
Strahlung entweder die gleiche Energie wie die absorbirEhlung (Resonanzfluores-
zenz) oder eine geringere. In Abbildung 1.4 sind die Enétugegange der Elektronen
bei Fluoreszenz und Phosphoreszenz sowie die Energiesivéaden Singulett- ($bis

S,) und Triplettzustand (1) mit ihren verschiedenenen Schwingungsniveaus (v = 0 bis 3)
schematisch gezeigt. Die Phosphoreszenz ist eine Forrmaiesien mit Spinumkehr aus

dem Triplettzustand (1) und hat eine deutlich langere Lebensdauer als die Fluenesz

A

v=3 — Anregung
v=2 — Fluoreszenz
v=1 L ~--» Phosphoreszenz
S, v-=o0 strahlungslose Ubergange
Intersystem Crossing
=3
=2
1 v=3
S, =0 1 v=2
v=1
v=0 T1
v=3
=2
So v=0 y >

Abbildung 1.4: Schema der Energieniveaus bei Fluoreszenz und Phospéoresach
Jablonski. Gezeigt sind Singulett-o(8is $) und Triplettzustand ()
mit verschiedenenen Schwingungsniveaus (v = 0 bis 3) in lnlag
an [44].
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1.2 Fluoreszenz

1.2.1 Helligkeit

Die Helligkeit eines fluoreszierenden Molekiils hangt im ¥/gkchen von zwei Parame-
tern ab. Der erste Parameter ist der Absorptionsquersclaritder die Wahrscheinlich-
keit fur die Absorption von Strahlung bei dem Ubergang vem&ch S wiedergibt. Der
Absorptionsquerschnitt kann nach Formel 1.1 Gber den Extinskoeffizienter(¢) be-

stimmt werden [45]. Dabei ist Ndie Avogadrokonstante mit 6,022141%910?3mol 1.

o = In(10) Ni (1.1)
A

Der zweite Parameter, der die Helligkeit von fluoreszieegndolekilen bestimmt, ist die
Fluoreszenzquantenausbeute (Q), die das Verhaltnis \smmtzibrten (gn9 zu emittierten

(nem) Photonen wiedergibt.

Q= [abs (1.2)

Nem

1.2.2 Fotostabilitat

Eine wichtige Ursache des Fotobleichens von FarbstoffediéesFotooxidation, an der
hoch reaktiver Singulettsauerstoffdy) beteiligt ist [46, 47]. Dabei folgt die Entstehung
von 10, dem Reaktionsschema in Abbildung 1.5 [47, 48]. Dort ist eiripl@ttléschung
gezeigt. Bei dieser geht ein sich im Triplettzustand befohais Farbstoffmolekul (T) in

den Grundzustand Biiber, wobei aus Triplettsauerstotd) reaktiver!O, entsteht.

T+°0, —» S, +'0,

Abbildung 1.5: Triplettidschung eines Farbstoffes unter Entstehung@nach [48].

Bei 30, sind die antibindendem* Molekiilorbitale mit zwei Elektronen mit parallelem

Spin besetzt (Abbildung 1.6 A). Durch Wechselwirkungen amgeregten Molekilen,
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sogenannten Sensibilisatoren, kann der Spin eines der&bek umklappen und es bildet
sich der sehr instabil&O, (Abbildung 1.6 B).

, 105 ist sehr instabil. Er reagiert daher rasch mit anderen Yetbigen, die dabei oxidiert
werden. Es gibt praktisch kein organisches Molekiile, da&dgenwart vortO, langere

Zeit stabil ist* [49].

A) MolekUulorbitale B) Molekulorbitale

Atomorbitale o* Atomorbitale Atomorbitale o* Atomorbitale

A A
Tt e

o o

PHAHAY NHAHY YHAHAY NAAH?
2p, 2p, 2p\\— —/[2p. 2p, 2p,  2p, 2p, 2p,|\-=, —/]2p, 2p, 2p,

HHH HHE
~g ~pr

(o) (&)

Abbildung 1.6: Besetzungsschema der Elektronenorbitalé@y (A) und 1O, (B) nach
der Molekulorbitaltheorie, modifiziert nach [49].

Bevor ein Fluorophor irreversibel zerstért wird, kann egail®-10° Photonen emit-
tieren [50]. Die Geschwindigkeit des Fotobleichens nimnittsteigender Intensitat der
Excitation und mit steigender Verfugbarkeit von Sauefstof[51]. Bei niedrigen Tem-

peraturen nimmt die Geschwindigkeit des Fotobleichen$ap [

1.2.3 Alexa Fluor® 532

In Abbildung 1.7 ist die Strukturformel des Alexa FI§0832 Succinimidylesters gezeigt.
Der in dieser Arbeit verwendete Farbstoff Alexa FRi&32 hat, IgG konjugiert, ein Ab-

sorptionsmaximum von 53#in, ein Emmissionsmaximum von 58/, einen Extinkti-
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1.2 Fluoreszenz

onskoeffizienten von 810@®M1 und eine Fluoreszenzquantenausbeute von 0,61 im
Absorptionsmaximum [52]. Der Alexa FIuUBr532 Succinimidylester hat die Summen-

formel G34H33N3011S, und ein Molekulargewicht von 723, D& [53].

Abbildung 1.7: Strukturformel des Alexa FluBr532 Succinimidylesters nach [53].

1.2.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ist eiahr sensitive, sehr schnel-
le, minimalinvasive fluoreszenzmikroskopische Methode, alif Einzelmolekilniveau
Anwendung findet [54]. Aus Schwankungen der Fluoreszeseasitat konnen mittels
FCS z.B. Konzentrationen [55-57], Diffusionskoeffizient®&®{57], chemische Kine-
tiken [55, 57, 58], Proteinoligomerisation [59] und Rotasdiffusionskonstanten [60]
bestimmt werden. Dartber hinaus erlaubt die FCS die Unthtswr der translationa-
len Diffusion in Modellmembranen [59, 61], des Verhaltems Zelloberflachenrezep-
toren [62-65], Ligand-Rezeptor-Interaktionen [66] undaatllularen Dynamiken [59].
Ebenso kdnnen ZellZell-Kommunikation [67] oder Membrasipme in subzellularen
Kompartimenten [68] mittels FCS untersucht werden. Eintmehe Anwendung der

FCS ist z.B. der Nachweis einer Virusinfektion in einem frals¢adium [69].
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1.2.4.1 Prinzip

Die FCS beruht auf der Beobachtung von Fluoreszenzfluktuatiannerhalb eines
kleinen Volumens 4 0,21fL) [70], wobei die Fluoreszenzfluktuationen dadurch zustan-
de kommen, dass sich, wie in Abbildung 1.8 gezeigt, fluoezsrnide Teilchen durch den
Laserfokus bewegen, dabei angeregt werden und Photonétieeani. Diese Photonen

werden dann detektiert und als Fluoreszenzfluktuationwkarreliert.

Laserfokus

X@,
—>

fluoreszierendes

Teilchen ) .
Trajektorie

Fluoreszenzphotonen

Objektiv

Abbildung 1.8: Fokus eines konfokalen Mikroskops mit einem fluoreszieeandeil-
chen.

Die Abweichungen der Helligkeitsverteilung des realen Usokon dem theoretischen
werden bei der FCS, durch die Bestimmung des Verhéltnissesedigkalen zur late-
ralen Ausdehnung aus Justagemessungen, kompensiert [71].

Die Geschwindigkeiten der IgGs folgt theoretisch einer eabverteilung (Formel 1.3),
wie in Abbildung 1.9 gezeigt. Fir ideale Systeme kann dec®smdigkeitsanteil (F(v))
aus der molaren Masse (M), der Temperatur (T), der uniMerseGaskonstante

J . e
(R= 8’314472nW<) und der zugehorigen Geschwindigkeit (v) errechnet werden

2
15 Mv

F(v) :4n<%n-R-T) \2.e 2RT (1.3)
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Dabei betragt die Uberschneidung der Geschwindigkeitsingen von monomeren
(MMmonomer= 150kDa) und dimeren (Mmer = 300kDa) IgGs in idealen Systemen 65,6 %.
Dies verdeutlicht, wie schwierig eine Unterscheidung ziven Monomeren und Dimeren

anhand ihrer Geschwindigkeiten ist.

AN
1

Geschwindigkeitsanteil (F(v)) x 10
N

0 T T T T T T ' L
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Geschwindigkeit (v) in m/s

Abbildung 1.9: Theoretische Geschwindigkeitsverteilung von monomepkuj und di-
meren (rot) IgGs. in Grau ist der Bereich gezeigt, in dem sigh d
Geschwindigkeitsverteilungen der monomeren und dimey&s liber-
schneiden.

1.2.4.2 Versuchsaufbau

In Abbildung 1.10 ist der schematische Aufbau des Fluoreanékroskops gezeigt. Der
Strahlengang des Anregungslichtes verlauft vom Laser atchaine Aufweitungsoptik

und einen Anregungsfilter Gber einen dichroitischen Spiege anschliel3end durch das
Objektiv in die Probe. Dort werden fluoreszierende Teilchegeregt und emittieren
Fluoreszenzlicht (Abbildung 1.8). Der Strahlengang demfdszenzlichtes verlauft aus
der Probe durch das Objektiv, den dichroitischen Spie@gel EEmissionsfilter, die Tubus-

linse und die Lochblende in den Detektor.
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— Objektiv

anregender
Laserstrahl
Anregungsfilter

—— ||
| 0 dichroitischer
Laser Spiegel
||

Aufweitungsoptik

A Emissionsfilter

emittiertes
Licht

IL [ Tubuslinse

oo =
Hardwarekorrelator 0 Detektor
| |
| |
I Lochblende
h______________
Pulsformer
oo ] I
TTTR Aufzeichnung I

S —

Abbildung 1.10: Schema des fluoreszenzmikroskopischen Setups in Anleharuf®g]

Die Fluoreszenzphotonen werden in dem Detektor mittelsrdiawinenfotodiode (ava-
lanche photodiode, APD) erfasst. Die Signale der APD wentldem Pulsformer (Schalt-
plan siehe Abbildung 3.1) verdoppelt. Danach kdnnen sigktdimit einem Zeitstempel
(Time-Tagged Time-Resolved, TTTR) aufgezeichnet oder ieraiidardwarekorrelator
zu einer Autokorrelationskurve verarbeitet werden. DigR¥Daten konnen in den ver-

schiedenen Auswertungsverfahren eingesetzt werden.
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1.2 Fluoreszenz

1.2.4.3 Mathematischer Hintergrund

Fur frei diffundierende Teilchen ohne Wechselwirkungerrdea die Fluoreszenzfluk-
tuationen durch die Autokorrelationskurve (ACC) beschneldgie ACC kann mit der
Autokorrelationsfunktion (ACF) in Formel 1.4 beschriebesarden [55, 73, 74]. Die Am-
plitude der ACF G(1)) wird dabei aus dem Strukturparamet&P), der Anzahl der
Komponenten(i), der durchschnittlichen Teilchenzahl im DetektionsvolumiN), der

Diffusionszeitkonstantérp ), dem Intervall fir die Korrelationen der zeitlichen Flusre
zenzfluktuationerit), dem Triplettanteil(t) und der Triplettzei{ tiip ) errechnet. DeSP

ist dabei das Verhaltnis der vertikalen zur lateralen Absdeg des Fokus.

M

-ZlQizNi 1 1 t - -
G(1)=1+-—= 1+-——e Ttip
(1) +(M )2X1+r/rDiX\/l+SP2xr/rDiX t1C

(1.4)
Der Korrekturfaktor fur die Quantenausbeu@) kann aus dem Absorptionskoeffizien-
ten(o), der Fluoreszenzquantenausbguteund der Fluoreszenzdetektionseffizidgy

errechnet werden (Formel 1.5).

Q =0ini-g (1.5)

Der Zusammenhang zwischen dem Diffusionskoeffizieii2nund der Diffusionszeit-
konstante(1p) wird Uber den Radius des Fokus in der lateralen Elemg durch die

Formel 1.6 beschrieben.

D =
%~ 2D

2

b (1.6)
I

Der theoretische Diffusionskoeffizient ist durch die Bolam-Konstante (k =

1,38 x 10%2J/K), die absolute Temperaty = 293K), die Viskositéat(n) und den

hydrodynamischen Radius des Teilchénsgegeben (Formel 1.7).
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K-T
S 1.7
6-1T:n-r (3.7)
Der hydrodynamische Radius eines Teilchens kann aus deeNm@assind der mittleren
Dichte des Teilcheng) sowie der Avogadrokonstante \Nr 6,02214179 1073mol )

berechnet werden (Formel 1.8).

(1.8)

1.2.5 Photonenzdhlhistogramm (PCH)

Die Photonenzahlhistogramme (PCH) wurden 1999 von @bah entwickelt [75]. Mit
den PCHs konnen die Fluktuationen in der Fluoreszenzirtégngdbn Molekulen, die
durch einen konfokalen Laserfokus diffundieren, ausgetveverden. Dazu wird eine
Haufigkeitsverteilung im relativen Vorkommen von Klasseie, sich in der Anzahl von
Signalen pro Bin unterscheiden, erstellt und ausgewerieseDPCHs enthalten Infor-
mationen Uber die mittleren Partikelzahlen im Beobachtusigsnen(N) und deren ver-
schiedenen molekularen Helligkeités) [75].

Bei PCH Experimenten ist zu beachten, dass fiur den Fokus kein&f@mige Intensi-
tatsverteilung (Formel 1.17) zugrunde gelegt werden k#@6h Bei der hier verwendeten
Einphotonenanregung wurde daher ein Korrekturfaktorr(fedrl.19) fur die PCH Ana-
lyse angewendet. Dieser gibt den Anteil der Photonen wjelilenicht aus dem gaul3for-
migen Fokus stammen (Formel 1.18) [77]. Bei der PCH miussen diecBen kirzer als
die Diffusionszeiten sein (siehe Kapitel 3.5) [78]. Eine Hawuptquellen des Rauschens
bei InGaAs APDs [79], das elektronisch bedingte Uberschefnnach einem Impuls im
Photodetektor, kann bei der PCH vernachlassigt werden [#6]Totzeit des Detektors

spielt nur eine Rolle, wenn mehr als ein Teilchen im Fokus &oden ist [80], was daher

in den folgenden Experimenten vermieden wurde.
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1.2 Fluoreszenz

Mittels PCH kann zwischen Teilchenspezies, die sich in ddligheit um den Faktor
zwei unterscheiden, differenziert werden [81], was thisck eine Unterscheidung von

monomeren und dimeren Partikeln anhand ihrer Helligkem&gicht.

1.2.5.1 Mathematischer Hintergrund

Die Wahrscheinlichkeitk Photonen’k > 0) von einem einzelnen fluoreszierenden Par-
tikel der molekularen Helligkei{e) in einem ausreichend grof3en Volumévw) mit
dem Profil des Observationsvolumei (1)) zu detektieren, ist in Formel 1.9 beschrie-
ben [82].W (T') gibt die Starke der Anregung und die Detektionseffizienzlim@ngigkeit
der Position des Partikels wieder. Dazu Wiéi(T) normiert, wobeiW(0) = 1 gesetzt

wird.

pY (k; Vo, €) = \%O/Poissorjk,s-W(F’)]d? (1.9)

€ ist dabei das Produkt aus der Laserintengitg), dem Absorptionsquerschnitt),
der Fluoreszenzquantenausbe(@ ), dem Sammelwirkungsgrad des konfokalen Mi-

kroskops(¢) und der BinbreitéT) (Formel 1.10) [83].

E=lg-0-Qr-@-T (12.10)

Die Wahrscheinlichkeitk Photonen bei einer mittleren Zahl detektierter Photomxe¢zu

erfassen, folgt dabei einer Poissonverteilung (Formel)132].

X ke—x
k!

Poissortk,x) = (1.11)

Far den Fall, dass sich mehrere Partikg) in Vo befinden, muss die Verteilung der ge-
zahlten Photonen fur jeden Partikel berlcksichtigt wer@&zu wird die N-te Convoluti-

on von Formel 1.9, die nur fur ein Teilchen\p bestimmt ist, gebildet (Formel 1.12) [84].
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PN (ko) = (PP e p @ - -0 p ) (kVo.e) (112)

~
Nmal

Die Fluktuation der Teilchenzahl My bei einer Konzentratiofc) folgt einer Poissonver-
teilung mit dem Mittelwertc-Vp [75]. Die gesamte Photonenzahlverteilud;c, €) ist
das mit der PoissonverteiluriBoissoriN, c-Vp)) gewichtete Mittel jedes einzelnen Falles

einer Photonenzahlverteilung™) (k; Vo, €) (Formel 1.13) [83].

P(k;c,£) = g pN) (k; Vo, €) - PoissoriN, ¢ - Vo) (1.13)
=

Stattc wird als Fitparameter die mittlere Teilchenza¥lim Beobachtungsvolumeyi
(siehe Kapitel 1.2.4) benutzt. Die Formel 1.13 wird dann awnkel 1.14 umgeschrieben
[84].

P(k;N, &) = NZ pN) (k; Vo, €) -Poissor(N,N-\é) (1.14)
=0

Zur Vereinfachung kann der Quotient vii/V als Konstante&) betrachtet werden (For-

mel 1.15) [84].

P(k;N, ) = é pN) (k; Q, €) -Poissor(N,NQ) (1.15)
=0

Fur den Fall, dass Daten einer Probe mit unterschiedliaieht wechselwirkenden Teil-
chenarten betrachtet werden, kann das PCH durch ConvolwioR@Hs der einzelnen

Teilchenarten erhalten werden (Formel 1.16) [84].

P<ka N_17 817 N_27 827 ) N_n, En) = P<k’ N_]-? 81) & P(k7 N_27 82) ® P(k’ N_n, En) (116)

1.2.5.2 Anpassung fiir reale Messungen

Die bisherigen Betrachtungen (Formel 1.9 bis 1.16) geltenfinuideale Systeme. Da

die Beschreibung der Verteilung der relativen Klassenhkeitign keine Variable enthalt,
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1.2 Fluoreszenz

die die Beschaffenheit des Fokus beschreibt, muss fiir digvdusng realer Daten ein
Korrekturfaktor (F) eingefuhrt werden, der die theoretischen PCHs an die gemasse
Daten anpasst. Dazu wird die Differenz zwischen dem 3Dsgjéausigen ProfiMg(T)
mit dem Radiugwp) und der effektiven Lange des konfokalen Voluméng (Formel

1.17) zu dem Profil des Observationsvolum@ng) bestimmt (Formel 1.18) [82].

2(x*+y?) 2_22)

WG(?):e< w§ 2 (1.17)

Fur Partikel nahe des FokusmittelpunktesWgi() eine gute Néherung. Fur Partikel,
die weit vom Fokusmittelpunkt entfernt sind, falii; () viel schneller ab algVv(r) [82],
weswegerfWoor(T)) als Profil der Emission, die auRerhalb des Fokus stattfibdatjtzt

wird (Formel 1.18).

Woor(T) = W(F) —Wg(F) (1.18)

F gibt das Verhaltnis zwischen der Emission innerhalb unceendib des Fokus wieder

(Formel 1.19) [82].

[ Woor(7)dF

© = T We)dr

(1.19)

In den Formeln 1.20 fik = 1 und 1.21 fuk > 1 ist die Anpassung fiir die Einphotonen-
fluoreszenzmikroskopie, das Einsetzen woin die Formel 1.9 (fir eine Komponente)

unter Ersetzen voyp durchQV, gezeigt [84].

(1) (1. _ 1 (1) (1. ek
p (1’Q7£) (1—|—F)2 pG (1’Qae>+ 2\/§Q (120)
pY(k Q€)= o’ (kQ.e)  (k>1) (1.21)

(1+F)?

23



Einleitung

1.2.6 Einzelereigniserkennung

Eine weitere Methode fir die Auswertung von fluoreszenzaskopischen Daten ist die
Einzelereigniserkennung. Dabei werden die Fluoreszesrzitaten von einzelnen Parti-
keln analysiert. Vorraussetzung hierfur ist, dass sichemuPartikel im Beobachtungsvo-
lumen befindet. Bei dem experimentell verwendeten Probanmeh von 40QL und ei-
nem darin zentrierten Fokus vdr 0,21L) wurde dies bei einer Konzentration realisiert,
bei der im zeitlichen Mittel~0,2 Partikel € ~2nM) detektiert wurden. Bei grél3eren
Konzentrationen besteht zunehmend die Gefahr, dass sathgeitig zwei oder mehr
Partikel im Fokus befinden. Dies wirde ,einzelne Partikelt'zn grol3er Helligkeit bzw.
zu langer Verweildauer im Beobachtungsvolumen generieren.

Besonders geeignet ist die Einzelereigniserkennung fldPranit grolRen Aggregaten.
Fluoreszente Aggregate zeigen in der autokorreliertewrEizenzsspur oberhalb von
~1msoft eine stufige Form, die mittels ACF nicht hinreichend gehaschrieben wer-
den kann [85, 86]. Im PCH nimmt die relative Wahrscheinlichka Vorkommen von
Intervallen mit steigender Fluoreszenzintensitat noemvatise stetig ab. Aggregate he-
ben diesen Zusammenhang auf [87] und fuhren zu PCHSs, die aiaatifzierung der
Intensitatsverteilung nicht mehr erlaubt.

Bei der Einzelereigniserkennung gibt es verschiedene Methomit denen Ereignisse
detektiert werden kénnen. Im einfachsten Fall werden TTTdgeD gebinnt (Abbildung
1.11) und mittels eines Schwellenwertes, der das Hintadyauschen von den Einzeler-

eignissen abgrenzt, analysiert [88, 89].

|| |oled Ppdee| o] | | o | | »gebinnte Signale
< Binbreite

1012022010010 10 Signale proBin

Abbildung 1.11: Beispiel von Signalen, die nach ihrer Detektionszeit in Bimgeteilt
werden, was zu einer Liste von Signalen pro Bin fuh# [nfensitats-
spur).
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1.2 Fluoreszenz

Einzelereignisse beginnen bei einer Signalstarke, dieStdmwellenwert Gberschreitet
und enden, wenn dieser unterschritten wird. Die theotetisérenze der molekularen
Detektionseffizienz (MDE) als Mal3 fur die Helligkeit, mitrdein fluoreszenter Parti-
kel vom Hintergrund noch unterschieden werden kann, kach fRarmel 1.22 aus dem
Schwellenwertt) und der durchschnittliche Zahl der registrierten PhotgureriTeilchen

((n)) abgeschétzt werden [88].

MDE — 1—/0texp(—x/ (n)) dx (1.22)

Da fluoreszierende Partikel Photonen nicht konstant esretti und dadurch méglicher-
weise den Schwellenwert unterschreiten, besteht die Gefathlangeres Einzelereignis
in mehrere kirzere zu unterteilen. Unter Verwendung voni &ebwellenwerten lasst
sich dieses Problem minimieren [89]. Dabei bestimmt der@Behwellenwert das Vor-
kommen eines Einzelereignisses, dessen Dauer durch dasumoeUnterschreiten des

unteren Schwellenwertes definiert wird (Abbildung 1.12).

Signale pro Bin

L,

0,375 0,376 0,377 0,378 0,379 0,380 0,381
Zeitins

Abbildung 1.12: Beispielhafter Abschnitt einer Intensitatsspur (blauy emer Messung
von bei -80°C gelagertem Alexa-ABT-325. Der untere (2 Signale pro
Bin) und obere Schwellenwert (4 Signale pro Bin) sind griinenegch-
net. In rot sind einzelne Ereignisse dargestellt.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Aggregation von IgGs fuhrt bekanntermaf3en zum Aktisitérlust und zu uner-

wunschten Nebenwirkungen von Immunglobulinpraparatee. Aygregatbildung, die

mit der Dimerisierung beginnt, ist daher nicht nur fir dial8litat, sondern auch fir

die Vertraglichkeit derartiger Praparate von Bedeutung.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Dimerisierung vgek zu einem mdoglichst fri-

hen Zeitpunkt von kleiner 5% im Gemisch mit Monomeren sicreshzuweisen und zu
quantifizieren.

Obgleich mittels Fluoreszenzmikroskopie zeitmarkieeitaufgelost (TTTR) Daten auf

molekularer Ebene aufgezeichnet und durch Autokorrelafimktionen, Photonenzahl-
histogramme sowie Einzelereigniserkennungen ausgeweetelen kbnnen, lassen sich
mit diesen Methoden nach bisherigem Kenntnisstand IgG Bimen Monomeren nicht

eindeutig unterscheiden. Daher sollte zunachst durcmeig@atersuchungen am Beispiel
von ABT-325 das Ausmal3 der Schwierigkeiten erfasst werdananschlielend anhand
dieser Daten eine fluoreszenzmikroskopische Methode ztertbheidung von IgG Di-

meren von Monomeren zu entwickeln.

26



3 Material und Methoden

27



Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Matrices, Puffer

Tabelle 3.1:Verwendete Chemikalien

Chemikalien Abklrzung / Formel Lieferant
ABT-325 Abbott
Acetonitril ACN / GH3N Merck
Alexa Fluof 532 Invitrogen
Succinimidylester
Bis(Sulfosuccinimidyl) BS® Pierce
suberat
2,5-Dihydroxybenzoesaure DHB £BgO4 Merck
Hase-Anti-Ziege 1gG Dianova
Histidin His MP Biomedicals
Kaliumdihydrogen- KH>POy Merck
phosphat
Mannitol CsH1406 Merck
Methionin Met MP Biomedicals
Milchpulver Sucofin
(Reformhaus)
Natriumchlorid NacCl Merck
Natriumhydrogencarbonat NaHGO Invitrogen
di-Natriumhydrogen- NapHPOy Merck
phosphat
Natronlauge NaOH Merck
Saccharose oH22011 Merck
Salzséaure HCI Roth
Sinapinsaure GH1205 Sigma
Tetramethylrhodamin TMR Invitrogen
Trifluoressigsaure TFA / SHF30, Merck
Tris(hydroxymethyl) Tris / C4H11NO3 Merck
aminomethan
Tweer® 80 CsaH 124026 MP Biomedicals
Ziege-Anti-Maus Invitrogen

Alexa Fluof 532 1gG
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3.1 Chemikalien, Matrices, Puffer

Bei den vorhergehend genannten Lieferanten handelt essich u
Abbott Laboratories mit Sitz in Chicago, Il, USA

Carl Roth GmbH & Co.KG mit Sitz in Karlsruhe, Deutschland
Dianova GmbH mit Sitz in Hamburg, Deutschland

Invitrogen Corporation mit Sitz in Carlsbad, CA, USA

Merck KGaA mit Sitz in Darmstadt, Deutschland

MP Biomedicals mit Sitz in Solon, OH, USA

Pierce Biotechnology mit Sitz in Rockford, Il, USA
Sigma-Aldrich Corporation mit Sitz in St.Louis, MO, USA

Sinapinsdaurematrix

Fur massenspektroskopische Untersuchungen wurden dikdApgr in einer wassrigen
Sinapinsaurematrix kristallisiert, deren Zusammensegzo Tabelle 3.2 wiedergegeben
ist. Bei den Prozentangaben handelt es sich um Volumenaribed Menge der Sinapin-

saure ist als Massenkonzentration angegeben.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der Sinapinsaurematrix

Konzentration Stoff

0,1% TFA
30% ACN
10g/L Sinapinsaure

Einlagerungsmatrix

Tabelle 3.3 gibt die Zusammensetzung einer wassrigen Maieder, in der Alexa-ABT-
325 gelagert wurde. Der pH wurde miMLSalzsaure auf einen Wert von 5,9 eingestellt.

Bei den Prozentangaben handelt es sich um Angaben der Maszemiration.
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Material und Methoden

Tabelle 3.3:Bestandteile der wassrigen Einlagerungsmatrix

Konzentration

Stoff

5mM
5mM
0,5%

2%
0,1%

Histidin
Methionin
Saccharose
Mannitol
Tweeff 80

PBS

Die verwendete phosphatgepufferte, physiologische Kalelisung enthielt die in Tabel-

le 3.4 beschriebenen Bestandteile und hatte einen pH von 7,4.

Tabelle 3.4:PBS Bestandteile

Konzentration

Stoff

2mM
10mM
150mM

KH>POy
NapoHPOy
NacCl
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3.2 Geriéte

3.2 Gerate

3.2.1 Fluoreszenzmikroskopischer Versuchsaufbau

Die fluoreszenzmikroskopischen Messungen wurden an einedifizierten ConfoCor

1 (Zeiss/Evotec, Jena/Hamburg) durchgefihrt. Das Setudjiigte tber einen Argon-
lonen-Laser LGK 7812 ML 2 (Lasos, Jena), der fur die Anreghapder Wellenlange
514nm betrieben wurde. Die Laserintensitat wurde durch versigne Graufilter (OD,
Linos, Goéttingen) variiert. Wenn nicht anders erwahnt, deuein OD 2 verwendet, der
eine Leistung von 1,44W erzeugte. Die weitere Ausstattung des ConfoCbbestand
aus einem Anregungsfilter BP 485 / 20, Farbteiler FT 510 undsEonsfilter BP 515
- 565 (alle Zeiss). Als Objektiv wurde ein WasserimmersiQigektiv C-Apochromat
63x mit einer numerischen Apertur von 1,2 (Zeiss) verwenbeét Lochblende wurde
mit einem Durchmesser von 40n betrieben. Die Photodetektion erfolgte durch eine La-
winenphotodiode (APD) SPCM-AQ (EG & G Canada, Vaudreuil, Ki)aDiese wur-
de in Anlehnung an [90] Uber einen selbstgebauten PulsfofAtsbildung 3.1) an eine
ALV-5000/E Korrelatorkarte (ALV-Laser Vertriebsgeselsft mbH, Langen) [91] und
eine TimeHarp 200 Datenerfassungskarte (PicoQuant GmbHnBEO, 92] mit TTTR

(Time-Tagged Time-Resolved) Option angeschlossen.
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RA ca RA ca

220nF 50Q 50Q @_I
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5

150 Q

2x
110V

Abbildung 3.1: Schaltplan des Pulsformers mit dem Signaleingang bei Rl emdSig-
nalausgangen bei RA.

Die Steuerung des ConfoCot erfolgte Uber die FCS Access Control Software V. 1.2
(Zeiss).

3.2.2 Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsmessungen wurden mit einem®&00 Absorptionsspektrometer (Beck-
man Coulter, Brea, USA) bei einer Scanngeschwindigkeit v@® @&y mindurchgefuhrt.
Mit der Apparatur wurde das Absorptionsspektrum von AlI&EF-325 gemessen (siehe
Kapitel 4.4.1). Mit den Absorptionsmessungen wurden auehabeleffizienz (siehe Ka-

pitel 3.3.3.4 und 4.1.2) und die Fotostabilitat (siehe kel8.3.3.6 und 1.2.2) bestimmt.

3.2.3 Emissionsspektroskopie

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Spektrofludesr&® 6200 (Jasco, Eas-

ton, USA) durchgeftihrt. Mit dem Fluoreszenzspektrometarden Emissionsspektren
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3.2 Geriéte

von Alexa FluoP 532 und Alexa-ABT-325 bei einer Anregungswellenlédnge vodria

aufgenommen.

3.2.4 GroBenausschlusschromatographie

Die Abtrennung von ABT-325-B% Alexa-ABT-325 und Alexa-ABT-325-BSaus den
Reaktionsansatzen erfolgte durch GroéRenausschlussdugrayahie mit einem SMART-
System (Pharmacia, Uppsala, Schweden) uiber eine SupegxPC 3.2/30 Saule (GE
Healthcare, Little Chalfont, GroRR3britannien) [93, 94]. Batvurde PBS (pH 7,4) bei ei-
ner Flussrate von §0L/min als Laufmittel verwendet. Die Detektion erfolgte Uber Ab-
sorptionsmessungen bei 28@fir ABT-325-BS’ und zusétzlich bei 532m (514nm) fiir
Alexa-ABT-325 und Alexa-ABT-325-BS

3.2.5 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden ideatkixunterstitzte Laser-
Desorption/-lonisitation-Flugzeitanalyse (MALDI-TOF3)l im ,positiv Modus* durch-
gefihrt. Hierfir wurden eine Voyager-DESTR BioSpectrometry Workstation und die
Voyager Data Explorer 4.0.0.0 Software (Applied Biosystegroster City, USA) verwen-
det. Die Spektren wurden mit der Programmeinstellung , geyanoise removal (Std Dev
remove = 2)“ geglattet. Die Massenpeaks wurden mit der ,,Peéks” Funktion identifi-
ziert. Mit der Massenspektrometrie wurde die Farbstofiiesiuing und Quervernetzung
der Antikdrper untersucht. Dazu wurde ABT-325, Alexa-ABT532BT-325-BS Dimer
und Alexa-ABT-325-B8 Dimer in einer Sinapinsaurematrix (siehe Kapitel 3.1) thafis
lisiert. Die Reaktionsanséatze der Fluoreszenzmarkiemmgi Einlagerungsmatrix (sie-
he Kapitel 3.1) wurden mit DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaiats)Kristallisationsmatrix

analysiert.
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Material und Methoden

3.3 Antikorper

3.3.1 ABT-325

Fur die nachfolgenden Experimente wurde das IgG1 ABT-32%4IBAP02GEX, Ab-
bott Laboratories, Chicago, USA) benutzt. ABT-325 enthaltydine und 18 Arginine
[25], deren Aminogruppen fur eine Fluoreszenzmarkierurtgdem Succinimidylester-
aktivierten Fluoreszenzfarbstoff Alexa FI§o632 genutzt wurden. ABT-325 wurde in
einer Massenkonzentration von 68/4 bei -80°C gelagert. Er wurde in einer Matrix,
bestehend aus 1M Histidin, 10mM Methionin, 1% Saccharose und 4% Mannitol, bei

einem pH von 5,9 gelagert.

3.3.1.1 Identitat

Die Identitat wurde Uber eine MALDI-TOF MS Untersuchung fgréft. Dies geschah
wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben. Fir die Kristallisationrde die Sinapinsaurematrix
verwendet. Die Massenpeaks wurden mit der ,Pick Peaks" framkler Voyager Data

Explorer 4.0.0.0 Software identifiziert.

3.3.2 ABT-325-BS3 Dimer
3.3.2.1 Synthese

Die Lagerung von ABT-325 erfolgte in einer aminosaurehattigfatrix (siehe Kapitel
3.3.1). Vor der Quervernetzung wurden(dl6 ABT-325 (62,59/L) gegen PBS dialysiert
(3 x mindestens in 10L PBS bei £C). Anschlie3end wurde ABT-325 mitdM (End-
konzentration) B3 (Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat) in PBS bei Raumtemperatulahg
umgesetzt. Danach wurde die Reaktion mite (Endkonzentration) Tris pH 7,4 abge-
stoppt. Die Vernetzung erfolgte mit einer ABT-325 Konzetitna (13 M), die weit unter
dem Konzentrationsoptimum von h®/ bis 100uM des zu quervernetzenden Proteins

lag [95], was die Bildung von Oligomeren verhinderte.
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3.3 Antikérper

3.3.2.2 Aufreinigung

Der dimere ABT-325-B3 Antikérper wurde aus dem Syntheseansatz mit einem
SMART-System (Pharmacia, Uppsala, Schweden) und einegr8ex’ 200 PC 3.2/30
Saule (GE Healthcare, Little Chalfont, Grof3britannien), @8 isoliert. Die Detektion
erfolgte Uber die Messung der Absorption bei einer Wellegdavon 28Gim Als Fliel3-
mittel wurde PBS (pH 7,4) verwendet. Die Flussrate betrugl80min.

3.3.2.3 Identitat

Die Identitat des quervernetzten ABT-325-BSimers wurde mittels MALDI-TOF MS,
wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben, iberpriift. Fir die Kiigation von ABT-325-BS
wurde die Sinapinsaurematrix verwendet. Die Massenpeaksem mit der ,Pick Peaks*

Funktion identifiziert.

3.3.3 Alexa-ABT-325
3.3.3.1 Synthese

In einer aminosaurehaltigen Matrix gelagertes ABT-325WsiKapitel 3.3.1) wurde ge-
gen PBS (pH 7,4) dialysiert (& mindestens th in 10L PBS bei 4C) und mit dem
Succinimidylester-aktivierten Alexa FIUBI532 unter Verwendung eines ,Alexa Flfor
532 Monoclonal Antibody Labeling Kit* (Invitrogen, CarlsttaUSA) markiert (Abbil-
dung 3.2). Der Antikérper wurden nach Herstellerangabeginer Massenkonzentration
von 2g/L in PBS mit einem zehnprozentigen Volumenantdil Natriumhydrogencarbo-
nat und einem groRen Uberschuss Alexa FtusB2 Succinimidylester bei Raumtempe-

ratur far 1h unter stdndigem Ruhren im Dunklen umgesetzt.
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N

_(CH2)4N Hz

HO—N

o

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Fluoreszensmarkierung égtes tUber
einen Lysinrest mit dem Alexa Fluor 53Z5uccinimidylester

3.3.3.2 Aufreinigung

Alexa-ABT-325 wurde aus dem Fluoreszenzmarkierungsairibeizein SMART-System
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) mit einer Superd20 PC 3.2/30 Saule (GE Health-
care, Little Chalfont, Grof3britannien) [93, 94] abgetrenviibei die Detektion Gber eine
kontinuierliche Absorptionsmessung bei den Wellenlang@nzn und 532hm (514nm)
erfolgte. Das Flie3mittel bei der Auftrennung war PBS (pH).7lZie Flussrate betrug
80uL/min.
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3.3 Antikérper

3.3.3.3 Identitat

Mittels MALDI-TOF MS wurde die Identitat von Alexa-ABT-32%yie in Kapitel 3.2.5
beschrieben, untersucht. Abweichend von der Beschreibumden die Daten nicht ge-
glattet. Fur die Kristallisation von Alexa-ABT-325 wurdeedbinapinsaurematrix verwen-

det. Der [M'] Massenpeak wurde mit der ,Pick Peaks" Funktion der idenigift.

3.3.3.4 Labeleffizienz

Fur die Bestimmung der Labeleffizienz von Alexa-ABT-325 wudie Absorption mit
einem DU 600 Absorptionsspektrometer (Beckman Coulter, Brea, USA)2B8hm
(A2gp) und 530m (As3p) in einer Icmdicken Kivette(d) gemessen. Daraus wurde die
Stoffmengenkonzentratioft) nach Formel 3.1 errechnet. Dabei ist 0,09 der Korrektur-
faktor fiir die Absorption von Alexa FluBr532 beid = 280nm, 203.000cm M~ der
molare Extinktionskoeffizient eines typischen IgGs #dder Verdiinnungsfaktor.

[A2g0— (As30%x 0,09)] x Fy

cC= 3.1
d x 203.00¢cm 1M1 (3-1)

Die Labeleffizienz k) wurde dann nach Formel 3.2 errechnet. 81@00'M 1 ist dabei

der molare Extinktionskoeffizient von Alexa FI§632 beiAd = 530nm

B Aszox Fv
K =
cxdx81.00cm M1

(3.2)

3.3.3.5 Verteilung der Fluoreszenzlabel

Die Anzahl der Farbstoffmolekdlg) an einem einzelnen Antikdrpermolekil mit mehre-
ren Kopplungsstellen folgt einer Poissonverteilung [#8¢ Wahrscheinlichkeit fr einen
Antikdrper mitn Farbstoffmolekiler{P (n)) konnte mit der Formel 3.3 auserrechnet

werden.

Pc(n) = — - ¥ (3.3)
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3.3.3.6 Fotostabilitit von Alexa Fluor® 532

Die Fotostabilitat von Alexa Fludr 532 wurde bei einer Konzentration von A® in
PBS bestimmt. Das Probenvolum@fy,m) betrug 1,00nL. Der Farbstoff wurde in einer
Quartzkivette standig geruhrt und dabei von einem Festkiaiger (LasNova50 green
laser, Lasos Lasertechnik GmbH, Jena) bei einer Welleel&og 53Z2m einem Strahl-
durchmesser von Ofim und einer Leistung von 40i8W (E) Uber einen Zeitraum von
5,5h bestrahlt. Gemessen wurde die Laserleistung mit einendliAmte” Laser Power
Meter mit OP-2VIS Sensor (Coherent, Santa Clara, USA). DeelLhsstrahlte ein zy-
linderférmiges Volumer{Vexc) der Probe mit dem Radius = 0,35mm) und der Dicke

(d=1cm).

Nach Formel 3.4 ergibt sich ein bestrahltes Volumen veg ¥ 0,00363m?.
Die Bestrahlungszeit’) ist um das Verhaltnis voWeyxc zU Vsamkleiner als die Versuchs-

dauer(t) (Formel 3.5).

t/ - Vexc/Vsam't - O, 00385t (35)

Die Energie eines einzelnen Photons einer bestimmten kétige (E,) wurde nach
der Formel 3.6 berechnet. Dabei ist die Planck-Konstante[6260755< 1034Js die
Geschwindigkeit des Lichtes im Vakuum ¢ = 2,997924580° m/sund die Wellenléange
A =532nmbzw. 514 1m

h-c

Die Zahl der Photonen pro Sekunfi®y,) wurde mit der Formel 3.7, der Energie eines
einzelnen Photons vonE3, = 3,734 x 101°J und der gemessenen Laserleistung von P

= 40,3mW berechnet.
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3.3 Antikérper

P

Demnach bestrahlte der Laser den Farbstoff wahrend dedBigeriments mit ph532=
1,07929x 10'’s. Im FCS-Experiment unter Verwendung eines Argon-loneretssit

A = 514nm ergibt sich bei einer Energie eines einzelnen Photons von
E) 514 = 3,865x 101°J und einer Laserleistung von P = 1 4W eine Anzahl von Pho-
tonen von ppsi4= 3,72605x 10'%st. Der Faktor(a) zwischen dem molaren Extink-
tionskoeffizienten von Alexa FluBr532 beid = 530nm (81.00ccm*M1) und 5141m
(~40.50@n*MY) ist 0,5 [97]. Unter der Annahme, dass ein Photon der Weillege
von 514nmden Farbstoff genauso schadigt wie ein Photon mit eineraiMgéhge 532m,
lasst sich die korrigierte Bestrahlungsda(téy fir das FCS-Experiment nach der Formel

3.8 berechnen.

n
t// _ Ph532 _t/ (3.8)
a-Npns14

3.3.4 Alexa-ABT-325-BS3 Dimer
3.3.4.1 Synthese

Fluoreszenzmarkierte, kovalent verbundene Antikdrpeede wurden aus Alexa-ABT-
325 hergestellt. Dazu wurdenu®/ Alexa-ABT-325 mit 4nM (Endkonzentration) BS
(Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat) in PBS bei Raumtemperatutahg im Dunkeln umge-
setzt. Danach wurde die Reaktion mitmd® (Endkonzentration) Tris pH 7,4 abgestoppt.
Die Bildung von Oligomeren bei der Vernetzung von Alexa-AB253vurde durch die
Verwendung einer weit unter dem Optimum (8@ bis 100uM) liegenden Proteinkon-

zentration verhindert [95].
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3.3.4.2 Aufreinigung

Der dimere Alexa-ABT-325-BS Antikdrper wurde aus dem Reaktionsgemisch (siehe
Kapitel 3.3.4.1) mit einem SMART-System (Pharmacia, Upms&chweden) und ei-
ner SuperdeX 200 PC 3.2/30 Séaule (GE Healthcare, Little Chalfont, GraBbriien)
isoliert [93, 94]. Als Fliedmittel wurde PBS (pH 7,4) verwenddie Flussrate betrug
80uL/min.

3.3.4.3 Identitat

Mit einer MALDI-TOF MS Analyse wurde die Identitit von AlexaBT-325-BS’ (iber-
pruft. Dies geschah, wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben, mitSinapinsaurematrix fur die
Kristallisation. Die ,Pick Peaks" Funktion wurde benutzhwlie Massenpeaks ([M],

[2M3*] und [M*]) von Alexa-ABT-325-BS zu identifizieren.
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3.4 FCS-Untersuchungen

3.4 FCS-Untersuchungen

3.4.1 Justage

Die Symmetrie der Probenausleuchtung wurde vor jedem ligsgierprift und korri-
giert. Dazu wurde eine AxioCam-Kamera (MRm, Kamerasoftwat®wsion AC, Zeiss)
verwendet. Die zu dieser Routine gehdrende automatischagéuder Lochblende auf
maximal erreichbare Zahlrate wurde mit X1 Tetramethylrhodamin (TMR, Molecular
Probes, Invitrogen, Karlsruhe) in Aqua bidest. durchgsfiibie Kalibrierung des Beob-
achtungsvolumens wurde mit & TMR (M = 423Da) in Aqua bidest. durchgefuhrt
(Abbildung 3.3). Die Diffusionszeitkonstante wurde alsttélwert aus zehn Einzelmes-
sungen mit einer Lange vomiin bestimmt.

Der TMR Diffusionskoeffizient konnte tber den Diffusiongffizienten von Rhodamin
6G (M = 479Da, Drhodamin 6= 2,8 x 1019m 2s1) [55, 66, 98—100] abgeschétzt wer-
den. Die molekulare Masse von TMR betragt 88% der moleknléasse von Rho-
damin 6G. Mit den Formeln 1.8 und 1.7 wurde der Diffusionstkmient von TMR auf
2,9 x 101%n%s1 naherungsweise bestimmt.

Die Ausdehnung und Symmetrie des konfokalen Volumenelér@mnte dann tber den
angenommenen Diffusionskoeffizienten von TMRMR = 2,9 x 101%mPs1 berechnet

werden (Formel 1.6).

+
(CH3)2N @) N(CH3)2
9@
! COOH

Abbildung 3.3: Strukturformel von Tetramethylrhodamin
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3.4.2 Auswahl der Laserleistung

Die Laserleistung fur die Anregung bei den fluoreszenznsikopischen Versuchen muss
im linearen Bereich des Zusammenhangs zwischen Laserlgisiud Zahlraten pro Mo-
lekul liegen. Dieser wurde durch einen linearen Fit bestinivazu wurden FCS-Messun-
gen (10x 60s) von 5nM Alexa Fluof 532 in PBS mit verschiedenen Laserleistungen
(0,31uW; 0,72uW; 1,44uW; 4,62uW und 15uW) durchgefiihrt. Die Mittelwerte der
Zahlraten pro Molekdl wurden tber die Laserleistungen etwégen (Abbildung 4.17).
Der lineare Bereich des Zusammenhangs zwischen Lasengighd Z&hlraten pro Mo-
lekul wurde durch einen Fit der ersten drei Werte mit derdnea Fitfunktion von Origin-

Pro 8 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) bestimmit.

3.4.3 Adsorption von Alexa-ABT-325

Um die Adsorption von Antikdrpern an Glas zu verhindern, deur die Lab-TeK
Kammerdeckglaser (Nalge Nunc International, RochesteA)Uiber Nacht bei 4C
mit 5% (Massenkonzentration) Milchpulver in PBS beschicfit@l]. Das tberschissige

Milchpulver wurde vor der Messung durch dreimaliges SpihnPBS entfernt.

3.4.4 Alexa-ABT-325

Verdunstungs- und Grenzflacheneffekte wurden durch dievéedung von 40QIL gro-
en Proben vermieden. Alexa-ABT-325 wurde vor den fluoresnémmoskopischen Mes-
sungen mit PBS (pH 7,4) in den nanomolaren Konzentratioeglieverdinnt. Die exak-
ten Konzentrationen sind in den jeweiligen Kapiteln anfgpege Die Messungen wurden
bei 20°C in Milchpulver beschichteten Lab-Tékkammerdeckglasern durchgefiihrt.
Die Dateien der TTTR-Daten im t3r-Format wurden zur Autoktation in MATLAB®
(The MathWorks, Natick, USA) zunéchst in das entsprechandeormat konvertiert.

Hierfiir wurde in MATLAB® ein von PicoQuant entwickeltes Script mit der Bezeichnung
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,Demo for accessing TimeHarp TTTR data files (*.t3r) from MAAB" verwendet, wel-
ches zuvor in Bezug auf die Datenein- und -ausgabe optimigrdev Die konvertierten
Daten wurden mit einem MATLAB-basierten Programm von Jérg Enderlein [102] au-
tokorreliert. Zusatzlich erfolgte eine Anpassung @r) Werte, bei delG'(t;) fur i =

{1,..,n} durchG'(1p) dividiert wurde.

(3.9)

In MATLAB ® wurde die Autokorrelationsfunktion (Formel 1.4) mit desgturvefit* Fit-
funktion und den ,optimset* Parametern 'Display’, 'finalrFunValCheck’, 'off’, '"Max-

FunEvals’, 1e6, 'Maxlter’, 1e6, 'TolFun’, 1e-10, 'TolX’,e&10’ angepasst.

3.4.5 Alexa-ABT-325-BS3 Dimer

Das Alexa-ABT-325-B& Dimer wurde in 40QL groRen Proben bei 2€ in Milchpul-

ver beschichteten Lab-TekKammerdeckglasern fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Dazu wurde Alexa-ABT-325-BSauf eine Konzentration vonr8vl in PBS (pH 7,4) ver-
dunnt. Die Auswertung der TTTR-Daten erfolgte wie in Kap&el.4 fir Alexa-ABT-325

beschrieben.

3.4.6 Alexa-ABT-325 nach Lagerung

Das Aggregationsverhalten von Alexa-ABT-325 wurde durdieeiEinlagerungsversuch
mit zwei Proben je Bedingung untersucht. Dazu wurde Alexa-8B% aus PBS in die
Einlagerungsmatrix (siehe Kapitel 3.1) umgepuffert. Deef®lgte Uber eine Fast Desal-
ting PC 3.2/10 (Pharmacia, Uppsala, Schweden) Saule dieeiren Adapter in einem
HPLC-System mit der Einlagerungsmatrix als FlieBmittetieben wurde. Das HPLC-
System bestand aus einer HPLC-Pumpe MSDS 600 E (Waters,&sghdinem Dioden
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Array Detektor 996 (Waters, Eschborn), einem Autosam@érSatellite WISP (Waters,
Eschborn), einem 4-Kanal-Online Entgaser (Knauer, Beulitg) der Millennium Softwa-
re V2.1 (Waters, Eschborn).

Je 5QuL Antikdrper der Massenkonzentratio/ A Einlagerungsmatrix wurden in Re-
aktionsgefalien aus dunkelbraunem Polypropylen (neolLeiolelberg) mit Schraubver-
schliissen bei 4C und 50 C fir ein, zwei, vier und sieben Tage gelagert. Die Dichtigke
der ReaktionsgefalRe wurde mit einer elektronischen Analyaage (Kern 770, Kern &
Sohn GmbH, Balingen-Frommern) Gberwacht.

Die Proben aus der Einlagerung wurden auf eine Konzentrattm 2nM in PBS ver-
dunnt. Danach wurden die 4pQ grof3en Proben bei 2€ in mit Milchpulver beschich-
teten Lab-Tek' Kammerdeckglasern fluoreszenzmikroskopisch untersimibtso ge-

wonnenen TTTR-Daten wurden wie in Kapitel 3.4.4 beschriebeiterverarbeitet.
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3.5 PCH-Untersuchungen

3.5.1 Alexa-ABT-325

Bei den PCH-Untersuchungen von Alexa-ABT-325 wurden die TTTdaeD der FCS-
Experimente (siehe Kapitel 3.4.4) verwendet. Die TTTR-Dateurden mit einem
MATLAB ®-basierten Programm mit einer Breite von#9gebinnt. Die Daten der so
entstandenen Intensitatsspur wurden dann nach ihreivezlatiaufigkeit von Klassen
mit einer unterschiedlichen Anzahl von Signalen aufgetnaddie Schrittweite flr den
Ubergang zwischen den Klassen war dabei ein Signal. Dietstegaenen PCHs wurden
mit der Software IGOR Pro V. 6.0.3.1 (Wavemetrics Inc., @regJSA) und dem PCH
Data Processing Plugin von Thomas D. Perroud [83] ausgetvBxabei erfolgte die Aus-
wertung geman der in Kapitel 1.2.5.1 beschriebenen Prenziy7, 82, 84, 103], die die
Detektionseffizienz fur Teilchen an verschiedenen StallenProbe wiedergeben. Der
Fit Vorgang wurde so oft wiederholt, bis sich keine bess&tantparameter mehr fanden
und die Ergebnisse den Startwerten glichen. Aul3erdenesigit Uberwiegende Teil der
Emissionen aus dem Fokus stammen, das heil3t der gefittetekofaktor F sollte< 1

sein.

3.5.2 Simulation von PCH-Daten

Es wurden PCHSs von Antikorper Monomer-Dimer-Gemischen it 80 % und 100 %
Dimeranteil simuliert, wobei die Gesamtkonzentration tmtV festgelegt wurde. Dies
geschah fur einen Fokus mit gaul3formiger Intensitatsientg [60, 66, 74, 104]. Das
verwendete MATLAE-basierte Simulationsprogramm von Jérg Enderlein [105jdeu
S0 angepasst, dass eine Monte-Carlo-Simulation von zwék&apezies bei variabler
x- und y-Achse der Fokusausdehnung mit Beriicksichtigungsattintergrundrauschens
durchgefuhrt werden konnte. FUr alle Simulationen wurderPérameter in Anlehnung

an die Parameter den ConfoCdt wie folgt festgesetzt: 0,2Q8m fur die transversalen
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und 1,04umfur den longitudinalen Halbmesser des Fokus, B@@ir das Hintergrund-
rauschen, X 10's fir die zeitliche Aufldsung der Simulation, 0,012 fur das Morer
und 0,024 fur das Dimer als maximale Fluoreszenzrate im $oktelpunkt. Es wurden
jeweils 10 Messungen mit einer Simulationsdauer vamrisimuliert.

Die Auswertung der simulierten PCHs erfolgte wie in Kapitéd.3 beschrieben, aller-

dings ohne den Korrekturfaktor F, da nur Partikel im Fokuasusiert wurden.

3.6 Einzelereigniserkennung von Alexa-ABT-325

Bei der Einzelereigniserkennung wurden die TTTR-Daten der-B&®rsuchungen ver-
wendet (siehe Kapitel 3.4.4). Die TTTR-Daten wurden mit eBreite von 4Qus gebinnt
und mit zwei Schwellenwerten auf Einzelereignisse hin tsuteht. Dabei legte der unte-
re Schwellenwert die Lange eines Ereignisses fest. Es hagamnlem Uberschreiten des
unteren Schwellenwertes und endete mit seiner UnterschgeiMit dem oberen Schwel-
lenwert wurden die Ereignisse vom Hintergrund getrenninD&in Ereignis gewertet
wurde, musste innerhalb des Zeitraums, der mit Hilfe desrentSchwellenwertes defi-
niert wurde, der obere Schwellenwert Uberschritten werbés Auswertung der Daten
erfolgte mit einem MATLAB’-basierten Programm, wobei Schwellenwertkombinationen
von ein und zwei bis zu acht und neun Signale pro Bin definierde. In Abbildung

1.12 ist die Einzelereigniserkennung beispielhaft daedis
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3.7 Eine neue Methode fiir die Auswertung von

Autokorrelationskurven (ACC)

3.7.1 Simulation der Kalibrierdaten

Es wurden Autokorrelationskurven (ACC) von verschiedenetikérper Monomer-Di-
mer-Gemischen in einem Fokus mit gaul3férmiger Intensgtsilung [60, 66, 74, 104]
simuliert. Dazu wurde ein MATLAB-basiertes Simulationsprogramm von Joérg Ender-
lein verwendet [105]. Es wurde so angepasst, dass die Moaitile-Simulation von zwei
Partikelspezies moglich war. Die x- und y-Achse der Fokadabnung und die Starke
des Hintergrundrauschens konnte bestimmt werden. DurdkeneéVodifikation des an-
gepassten Programms wurde die gleichzeitige Nutzung dér (&pafikprozessor) zur
Beschleunigung uber das ,NVIDIA CUDA Toolkit 2.3“ und ,GPUmMAtL gp-you.org*
ermoglicht. Die Simulationsparameter wurden in Anlehnanglie Werte des ConfoCor
1 Systems wie folgt festgesetzt: 0,208 fir den transversalen und 1,046n fir den lon-
gitudinalen Halbmesser des Fokus, 8l¢fiir das Hintergrundrauschen und10’ sfiir
die zeitliche Auflésung der Simulation. Die maximale Flszenzrate im Fokusmittel-
punkt wurde mit 0,012 fir das Monomer und 0,024 flr das Dimastgesetzt. Es wurden
jeweils 30 Messungen mit einer Dauer vonniid pro Gemisch simuliert. Die variablen

Konzentrationen und die zugehdrigen Dimeranteile sinchipelle 3.5 dargestellt.
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Tabelle 3.5:Fur die Simulationen der Kalibrierkurve verwendete vdgafonzentratio-
nen von Monomeren (&) und Dimeren (g;)

Dimeranteile in % Cmo INM Cpi iInM

0,5 995x 1010 5x 1012
9,90x10°10 1x10 11
9,80x1010 2x10 11
9,70x10°10 3x10 11
9,60x10° 10 4x10 1
9,50x 1010 5x10 11
9,40x1019 6x1011
9,30x1010 7x10 11
92010710 gx 1011
900x 1010 1x10°10

O~NOOT A~ WNPF

[
o

Der Diffusionskoeffizient fur das Alexa-ABT-325 Monomer wer zuvor mittels FCS-
Messung mit onomer = 3,20 x 1011mz/s bestimmt. Der Diffusionskoeffizient des
Alexa-ABT-325-BS Dimers (siehe Kapitel 3.3.4.1) mitdner = 2,30 x 10 m? /swur-
de ebenfalls durch FCS-Messungen bestimmt. Die experithgefandenen Diffusions-

koeffizienten wurden fiir die Simulationen verwendet.

3.7.2 Erstellung der Kalibrierkurve

Aus den simulierten ACCs wurde mit einem MATLABbasierten Programm eine Kali-
brierkurve erstellt. Dazu wurden die simulierten ACCs mit Aaeikomponenten Auto-
korrelationsfunktion (ACF) gefittet. Dabei wurde der Sturkiarameter wie in den Simu-
lationen auf 5,0 gesetzt. Der erste Wendepunkt der AGH (vurde auf den Wert der Dif-
fusionszeitkonstante des monomeren IgGs festgesetzzvzmte Wendepunkt der ACF
(Tp,) wurde im Bereich von 0,4bis 1sauf 100 logarithmisch verteilte Werte fixiert. Die
sich daraus ergebenden 100 Fraktionen der zweiten KompoRérp, ) wurden tber den
zugehorigertp, aufgetragen. Diese Kurve konnte mit einer Potenzfunktieschrieben
werden (Formel 4.1). Die Kalibrierkurve wurde aus den migh gefitteten ¢ Werten, die

die Hohe der Kurve wiedergeben, und den zugehérigen Dinteitan gebildet.
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Zwischen den simulierten Werten wurden jeweils 10 Werterpliert. Dabei wurden die
Dimeranteile linear (Uber interp) und die ¢ Werte mit einaridite Interpolation (Uber

interp1(’pchip’)) in MATLAB® errechnet.

3.7.3 Uberpriifung der Richtigkeit der neuen Auswertungs-

methode mit Antikorperkontrollproben

Die Richtigkeit der neuen Auswertungsmethode wurde miereéilioreszensmikroskopi-
schen Messungen in mit Milchpulver beschichteten Lab-Tilammerdeckglésern fest-
gestellt. Die Diffusionszeitkonstante fur IgG Monomererdaidurch acht 16in Mes-
sungen mit 5« 104g/L (Massenkonzentration) Ziege-Anti-Maus Alexa FIR&32 1gG

in PBS bestimmt. AnschlieRend wurden durch Zugabe von1®®g/L, 10 x 10°g/L
oder 15x 10%g/L (Massenkonzentration) Hase-Anti-Ziege IgG gezielt Ig@Bie er-
zeugt. Nach der Zugabe wurde vorsichtig gemischt und beC2ar 10min inkubiert.
Die 1lgG Gemische wurden danach jeweils acht mahifvermessen.

Durch die Verschiebung vorm, im Bereich von 0,5 bis 1sauf 100 logarithmisch verteil-
te Werte konnte die Kurve (1p,) Uberp, erstellt werden. Diese wurde zur Bestimmung
des ¢ Wertes mit der Potenzfunktion Formel 4.1 gefittet. Dimddanteile wurden dann
durch einen Vergleich der c Werte mit der Kalibrierkurveefg@ Kapitel 3.7.2) bestimmt.
Bei der hochaffinen Wechselwirkung zwischen Antikorper umiigen mit einem grof3en
Uberschuss an Antigen wird der Anteil der gebundenen Ampgbwesentlich von der
Konzentration des Antigens bestimmt. Daher wurde davogegangen, dass annéhernd
das gesamte Hase-Anti-Ziege IgG gebunden vorliegt und 1%op@er 3% Dimeranteil

gefunden werden.

3.7.3.1 Statistische Auswertung

Die Messergebnisse wurden mittels Student’schen t-TEsts(, Microsoft Office 2003,

Redmond, USA) auf eine signifikante Unterscheidbarkeit biergrift.
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4.1 Alexa-ABT-325

4.1.1 Synthese und Aufreinigung

Die Aggregation eines IgGs sollte am Beispiel von ABT-325 atsttfluoreszenzmikro-
skopischer Techniken untersucht werden. ABT-325 wurderdalder Einlagerungsma-
trix mit dem aktivierten Fluoreszensfarbstoff Alexa FIfids32 Succinimidylester bei
Raumtemperatur im Dunklen umgesetzt. AnschlieRend wurd®edaktionsansatz tber
eine SuperdeX 200 PC 3.2/30 Saule mit PBS als FlieRmittel bei einer Flugsran

80uL/minaufgetrennt (Abbildung 4.1).

freies Label
1,5+ Alexa-Histidin
Alexa-Methionin
1,2 4
C
iel
§- 0,94
?
2 Alexa-ABT-325
0,6
0,34
010 T I ' I/'\I I T T 1
12 15 18 21 24 27 30
Zeit in min

Abbildung 4.1: Auftrennung des ABT-325 Markierungsansatzes in der Eimlaggsma-
trix Uber eine SuperdeX 200 PC 3.2/30 Saule mit PBS als FlieBmittel.
Die Detektion erfolgte Uber die Absorption bei= 280nm (blau) und
532nm(rot).

Die Absorptionkurven der Auftrennung des ABT-325 Markiggsansatzes zeigten je-
weils zwei Maxima, wobei das erste im Bereich vomdis bis 18min der Retentionszeit
von Alexa-ABT-325 entsprach. Die Absorption war e 280nm deutlich grofer als
beiA =532nm was zeigte, dass die Fluoreszensmarkierung von ABT-32beilginem
geringen Anteil des Antikorpers funktioniert hatte. Das#e Absorptionsmaximum lag
zwischen 24nin bis 27minund lag im Bereich der Retentionszeit des freien Labels.

Die Einlagerungsmatrix (siehe Kapitel 3.1) enthielt nel&actcharose, Mannitol und
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Tweer? 80 auch die Aminoséuren Histidin und Methionin. Eine Probe dem zweiten
Absorptionsmaximum wurde mit der matrixunterstitztendre3esorption/-lonisitation-
Flugzeitanalyse (MALDI-TOF MS, siehe Kapitel 3.2.5) ustecht und zeigte Massen-
peaks [M] fur die Masse-zu-Ladung-Verhaltnisse von Alexa-Histidn/z = 765 und
Alexa-Methionin m/z = 759 (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Normiertes Massenspektrum eines Fluoreszenzmarkiesnsgtzes von
ABT-325 in der Einlagerungsmatrix mit den Massenpeaks][ibn Al-
exa-Histidin (m/z = 765) und Alexa-Methionin (m/z = 759).

Der Alexa FluoP 532 Succinimidylester wurde also zum gréRten Teil an dieragiup-

pen von Histidin und Methionin gekoppelt (Abbildung 4.3).

SOgH S0; Ri: |

CH;
CH,
C—N—CH g

o) R R2: CHs

Abbildung 4.3: Strukturformeln von Alexa-Histidin (B und Alexa-Methionin (R).
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Die Reaktion des Alexa FluBr532 Succinimidylesters mit Histidin und Methionin muss-
te verhindert werden, um die Labeleffizienz fur ABT-325 sdveei erhdhen, dass der
Grol3teil des Antikorpers fluoreszenzmarkiert wurde. Dahede ImgABT-325 mittels
einer Dialyse Uber drei mal mindestenis ih 10L PBS bei 4C umgepuffert. Anschlie-
Rend wurde ABT-325 in PBS mit einem Uberschuss an Alexa Flug® Siccinimidy-
lester bei Raumtemperatur im Dunkeln umgesetzt (siehe &&pB.3.1). Der Reaktions-
ansatz wurde (iber eine Superde00 PC 3.2/30 Saule mit PBS als Laufmittel bei einer

Flussrate von 80L /min aufgetrennt (Abbildung 4.4).

1,24
’ freies Label
0,91
5
= Alexa-ABT-325
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e}
<
0,3
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Abbildung 4.4: Isolierung von Alexa-ABT-325 Uiber eine Superde200 PC 3.2/30 Sau-
le und mit PBS als Flie3mittel. Detektion b&i= 280nm (blau) und
514nm(rot).

Die ersten Peaks der Absorptionskurven lagen zwischeniri&ind 18min fur Alexa-
ABT-325, wobei der Anteil der Absorption des Alexa Fluor 83t ersten Peak deutlich
grol3er war als bei dem in der Einlagerungsmatrix markie®dii-325, das heil3t die
Labeleffizienz des Markierungsansatzes in PBS war deutlidBey. Die zweiten Peaks,
die das freie Label zeigten, lagen zwischemfd und 27min. Die deutlich unterschied-
lichen Retentionszeiten von Alexa-ABT-325 und dem freieroFdgzenzfarbstoff zeigte
die gute Abtrennung von Alexa-ABT-325.

Die Reinheit von Alexa-ABT-325 wurde mittels FCS-Messungestibemt. Dazu wurde
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erst die Diffusionszeitkonstante vom®l Alexa Fluof 532 in PBS mittp, = 35,4+
0,5us bestimmt (n = 10)1p, wurde in der weiteren Auswertung auf diesen Wert festge-
setzt. Danach wurderiM Alexa-ABT-325 in PBS zehn mal @ermessen und die Au-
tokorrelationskurven (ACC) mit der Zweikomponenten Autaktationsfunktion (ACF,

Formel 1.4) ausgewertet (Abbildung 4.5).

8 IR T T T TIrI T T T 1T T T T T T T TIrI T T T TTTTIT T T TTTITT T T TTTITT
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Abbildung 4.5: FCS-Messung von dM Alexa-ABT-325 in PBS mit einer Messdauer
von 60s (blau) und Zweikomponenten Fit mit bei 344 festgesetztem
Tp, (rot).

Die Zweikomponenten Auswertung fand fur Alexa-ABT-325 @irfenteil von 99,7+
0,9%, bei einem festgesetztep, von 35,4us und einem mittlerem gefitteterp, von
399,74+ 14,7us. Die Abtrennung des freien Labels erfolgte also innerhaloNbchweis-

maoglichkeiten vollstandig.

4.1.2 Labeleffizienz und -verteilung

ABT-325 verfugt u.a. Uber 88 Lysine, deren MIGruppen potentiell bei einer Farb-
stoffmarkierung umgesetzt werden kénnen. Durch Absamptitessungen (siehe Kapitel
3.2.2) wurde die Labeleffizienx] des aus dem Reaktionsgemisch abgetrennten Alexa-
ABT-325 bestimmt. Die Berechnungen erfolgten nach FormebBd. 3.2 (siehe Kapitel

3.3.3.4) und ergaben ek von 4,6 fir das verwendete Alexa-ABT-325. Die sich aus
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ergebende Poissonverteilung der Wahrscheinlichkeitewli&i verschiedenen Anzahlen

von Farbstoffmolekilen pro Antikdrper £B)) ist in Abbildung 4.6 gezeigt.

Wabhrscheinlichkeit P, (n)

0 2 4 6 8 10 12 14
Anzahl der Label (n)

Abbildung 4.6: Wahrscheinlichkeit p(n) fur n Label pro Alexa-ABT-325 bei einer La-
beleffizienz vork = 4,6.

Die Werte fur die einzelnen Wahrscheinlichkeitep(i) sind in Tabelle 4.1 aufgefihrt.
Bei einer Labeleffizienz vor = 4,6 ergibt sich somit eine Wahrscheinlichkeit fur ein
ABT-325 ohne Farbstoffmolekil(0) von 0,985% (Abbildung 4.7). Alexa-ABT-325
war zu > 99 % mit dem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt. Unnsatkr ABT-325 als stérende

Verunreinigung bei der Untersuchung der Aggregatbildumgnke daher ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 4.7: Anteile von ABT-325 ohne Fluoreszenzlabel(B) bei verschiedenen
Labeleffizienzerx. In Schwarz ist der Anteil an ungelabeltem ABT-325
bei der gefundenen Labeleffizienz verF 4,6 gezeigt.
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4.1.3 ldentitat

Die Identitat des fluoreszenzmarkierten Antikérpers AI®BIT-325 wurde Uber die
MALDI-TOF MS verifiziert. Das Massenspektrum zeigt fir ABRABT-325 einen Mas-
senpeak [M] von m/z = 151.853 (berechnet m/z = 151.802) (Abbildung.4.8)
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Abbildung 4.8: Normiertes Massenspektrum von Alexa-ABT-325 mit dem Magseahk
[M*]von m/z =151.853.

Die Masse eines Alexa-ABT-325 war aufgrund des Alexa FiuEB?2 Anteils um 287Da

groRer als die von ABT-325 (siehe Kapitel 4.2.2). Da die MagseAlexa Fluof 532

ohne die Sulfosuccinimidylabgangsgruppe (Abbildung &812)609Da einging, liel3 sich
fur ein Alexa-ABT-325 eine Anzahl von 4,7 Alexa FIfb632 berechnen.

Der Wert von 4,6 flik aus der Absorptionsmessung (siehe Kapitel 4.1.2) untiexdsich
nur um 0,1 von demx Wert 4,7, der mittels MALDI-TOF MS bestimmt wurde.
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4.2 ABT-325-BS3 Dimere

4.2.1 Synthese und Aufreinigung

Fur die Untersuchung der Antikérperdimerisierung solite sabil kovalent verbunde-
nes Dimer als Referenzsubstanz fur fluoreszenzmikroskopismalysemethoden her-
gestellt werden. Die Moglichkeit, ABT-325 kovalent zu dinseren, wurde zunachst
mit nicht fluoreszenzmarkiertem ABT-325 untersucht. Dazudsul3uM ABT-325 in
PBS mit 4nM BS? (Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat) . lang umgesetzt (siehe Kapitel
3.3.4.1). Die Auftrennung des Reaktionsgemisches erfolgté>BS als Laufmittel Uber
eine SuperdeX 200 PC 3.2/30 Saule (Abbildung 4.9 und Kapitel 3.2.4).

3,04
1 BS’
2,54 /
ABT-325
o 204 ABT-325-BS" /
I Dimere \
a
5 154
)
Ne!
< 12 14 16 18 20
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0,5 a 2\
00 N

—
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Abbildung 4.9: Isolierung von ABT-325-B3 Dimeren uber eine Superdéx200 PC

3.2/30 Saule. Detektion bai = 280nm In Grau ist die verwendete Di-
merfraktion hervorgehoben.

Die Identitat von ABT-325-B3Dimer wurde anhand der in Abbildung 4.9 grau gezeigten

80uL Fraktion untersucht.
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4 Ergebnisse

4.2.2 ldentitat

Die normierten Massenspektren von dimerisiertem ABT-3284B% monomerem ABT-
325 sind in Abbildung 4.10 gezeigt. Fiir das ABT-3252ESmer wurden Massenpeaks
mit m/z = 151.458 fiir [M*], m/z = 227.983 fiir [2M*] und m/z = 304.464 fiir [M]
(30,9%) gefunden. Das ABT-325 Monomer zeigte Massenpeaksn/e = 148.976 flr
[M*] und m/z = 299.076 fiir [2M] (11,8 %).
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Abbildung 4.10: Normierte Massenspektren von ABT-325 Monomer (orange) Ud@-A
325-BS Dimer (griin) mit den Massenpeaks {Mund [2M*] des Mo-
nomers und den Massenpeaks' MM 2*] und [2M3*] des Dimers.

Die Masse eines ABT-325-B®imers war aufgrund des B3inkeranteiles um 651R2a
gréRer als die von zwei ABT-325 Monomeren. Die Masse eine$ BiSkers ohne die
Sulfosuccinimidylabgangsgruppen ging mit Iz ein (Abbildung 4.11) [95]. Dadurch
lieR sich fur ein ABT-325-B3 Dimer eine Anzahl von 41,7 B inker berechnen.

Durch die Verwendung der niedrigen ABT-325 Konzentratiddy(l) bei der Vernetzung
wurde die Bildung von nennenswerten Mengen groRerer Agtgegamieden. Diese
konnten im Bereich < 1&in des Chromatogramms nicht gefunden werden (Abbildung

4.9).
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4.3 Alexa-ABT-325-BS8 Dimere

4.3 Alexa-ABT-325-BS3 Dimere

4.3.1 Synthese und Aufreinigung

Zur Herstellung von Alexa-ABT-325-BSwurde ABT-325 zuerst fluoreszenzmarkiert
und dann mit B8 kovalent zu Dimeren verbunden. Die Reaktionsgleichung igner-

netzung von zwei Alexa-ABT-325 mit B'9st in Abbildung 4.11 dargestellt.
N

2 O/S’q JW\“/
_(CH2)4NH /

-0

N\% 0
o H HO.. 0
H)j\N\A“/N(CHzL_ + 2 b;//s/io N
| a
(CHIN [ ° 5

Abbildung 4.11: Vernetzung von zwei Alexa-ABT-325 Antikdrpern mit BSAlexa-
ABT-325 wurde als stilisierter Antikbrper mit gelborangereisflache
als Symbol fiir die Alexa Fluét 532 Markierung dargestellt.

Die Auftrennung des Reaktionsansatzes erfolgte Uiber eiper8ex’ 200 PC 3.2/30
Séaule mit PBS als Laufmittel (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Isolierung von Alexa-ABT-325-BSDimeren liber eine Superdéx00
PC 3.2/30 Saule mit PBS als Flielmittel. Detektion her 280nm
(blau) und 5321m (rot). In Grau ist die verwendete Alexa-ABT-325-
BS® Fraktion hervorgehoben.

Durch die Verwendung der niedrigen Alexa-ABT-325 Konzeindra (5u4M) wurde die
Bildung von gréf3eren Aggregaten vermieden. Die bei einetaMginge von 28amauf-
genommene Absorptionskurve zeigt, dass die Abtrennundréies BS vollstandig er-
folgte. Die Abtrennung der Alexa-ABT-325-B®imere von den Alexa-ABT-325 Mo-
nomeren erfolgte nicht vollstandig, wie die Absorptionsian in Abbildung 4.12 zeigen.
Daher wurde nur die vordere in Grau gezeigte:8@roRe Alexa-ABT-325-BSFraktion

verwendet.

4.3.2 ldentitat

In Abbildung 4.13 ist das normierte Massenspektrum von &laBT-325-BS Dimer zu
sehen. Es zeigt Massenpeaks von m/z = 154.516 féf]vh/z = 232.173 fiir [2M*] und
m/z = 309.752 fiir [M] (43,9 %).
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Abbildung 4.13: Normiertes Massenspektrum des Alexa-ABT-325 B&mers mit den
[M*], [M?*] und [2M3*] Massenpeaks.

Die Masse eines Alexa-ABT-325-B®imers war aufgrund des BS.inkeranteiles um
6046Da groler als die von zwei Alexa-ABT-325 Monomeren (siehe Kapitl.3), was
einer Anzahl von 38,8 BXLinkern entsprach.

Dies war anndhernd die Anzahl von Linkern (41,7), die bei ABi-325-BS® Dimeren
gefunden wurde (siehe Kapitel 4.2.2). Der Einfluss der Alexar® 532 Markierung auf

die Moglichkeit, die Antikérper mit BSzu vernetzen, war also gering.

4.3.3 Theoretische Betrachtung zur Labelverteilung

Alexa-ABT-325-BS wurde aus Alexa-ABT-325 durch Dimerisierung hergesteld. D
fur Alexa-ABT-325 4,6 war, wurde fiir Alexa-ABT-325-B%®in Wert vonk = 9,2 ange-
nommen. Die Poissonverteilungen der Label fiir Alexa-ABB-BS® und Alexa-ABT-

325 sind in Abbildung 4.14 gezeigt. Die einzelnen Werte dahk&cheinlichkeiten fr n
Label pro Antikdrper R(n) beik = 4,6 fur Alexa-ABT-325 undk = 9,2 sind in Tabelle

4.1 gezeigt.

61



4 Ergebnisse

Wahrscheinlichkeit P_(n)

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Anzahl der Label (n)

Abbildung 4.14: Wahrscheinlichkeit fir n Label pro Antikdrpek ) bei einer Labelef-
fizienz vonk = 4,6 fur Alexa-ABT-325 (blau) un& = 9,2 fir Alexa-
ABT-325-BS’ Dimere (rot).

Tabelle 4.1:Wahrscheinlichkeit fir n Label pro Antikdrpek ) beik = 4,6 (Monomer)

undk =9,2 (Dimer).

n | Px(n) Monomer| Py(n) Dimer
0 | 9,85x 103 9,71x 10°
1 | 4,55x% 102 8,97 x 10*
2 10,11 4,14% 103
310,16 1,28 x 1072
4 10,19 2,95x%x 1072
5 (0,17 5,45x 102
6 | 0,13 8,39 x 102
7 | 8,78x 1072 0,11

8 | 5,07x 10?2 0,13

9 | 2,60x 1072 0,13

10 | 1,20 1072 0,12

11| 5,05 103 0,10

12| 1,95% 103 7,85x 102
13| 6,91 x 10* 5,58 x 102
14 | 2,28 x 10* 3,68 x 102
15| 7.03x 10° 2,27 x 102
16 | 2.03x 10° 1,31x 1072
17 | 5.51x 10° 7,12x 103
18 | 1.42x 106 3,65x 103
19 | 3.44x 107 1,78 x 1073
20 | 7.95x 108 8,21x 10*
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4.3 Alexa-ABT-325-BS8 Dimere

Die aus der gemessenen Labeleffizienz erstellte VertetiendyVahrscheinlichkeit von n
Labeln pro ABT-325 R¢(n) (siehe Kapitel 4.1.2) tiberlagerte die theoretischéeileng
Pg 2(n) fur das Dimer. In dem Bereich, wo sich die beiden Vertgemuberlagern, ist die
eindeutige Zuordnung einer Labelzahl zu dem monomerendia@ren Alexa-ABT-325
nicht moglich. Das deutet darauf hin, dass eine Untersahegider Antikdrpermonomere

und -dimere anhand der Helligkeit problematisch ist.
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4 Ergebnisse

4.4 Fotophysikalische Eigenschaften von

Alexa-ABT-325

4.4.1 Absorption

In Abbildung 4.15 sind die normierten Absorptionsspekiven Alexa Fluof 532 und
Alexa-ABT-325 in PBS gezeigt.
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Abbildung 4.15: Normierte Absorptionsspektren von Alexa FIfio632 (griin) und
Alexa-ABT-325 (blau).

Die Absorptionsmaxima von Alexa-ABT-325 und Alexa FIfd32 in PBS lagen beide
bei 531Inm Der fast identische Verlauf der Absorptionsspektren imeRdgr von 420im
bis 580nm zeigte, dass der Farbstoff durch die Kopplung an ABT-325 Aésorptions-

verhalten nicht substanziell veranderte.

4.4.2 Emission

In Abbildung 4.16 sind die normierten Emissionsspektren »dexa Fluof 532 und
Alexa-ABT-325 in PBS gezeigt. Dabei wurde eine Anregungswidinge von 490m

verwendet.
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Abbildung 4.16: Normierte Emissionsspektren von Alexa FIfi&32 (griin) und Alexa-
ABT-325 (blau). Die Spektren wurden bei einer Anregungssveiinge
von 490nmaufgenommen.

Die Maxima der Emissionsspektren von Alexa-ABT-325 und Aldtuof 532 lagen
beide bei 552m Im Bereich von 505m bis 650nm verliefen die Emissionsspektren
sehr ahnlich was zeigte, dass sich das EmissionsverhaiteAlexa Fluo® 532 in PBS

nach der Kopplung an ABT-325 nicht wesentlich &nderte (Ahbig 4.16).

4.4.3 Fotostabilitat

Fluoreszenzbasierte Analysemethoden erfordern Fluenegarbstoffe, die bei gegebener
Anregungsleistung und Messdauer eine ausreichende &biidat besitzen. Fir Techni-
ken wie z. B. die FCS und PCH, bei denen ein linearer Zusammerdwaaghen Zahlrate
und Teilchenzahl zwingend erforderlich ist, sind Lasetlaigen zu verwenden, bei denen

die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs nicht gesattigt is
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4 Ergebnisse

4.4.3.1 Laserleistung

Das Emissionsverhalten vom® Alexa Fluof’ 532 wurde in PBS mittels FCS bei ver-
schiedenen Laserleistungen von Q8% bis 15uW anhand von jeweils zehn Messungen
mit einer Messdauer von 80untersucht. Mittels der ACCs wurden die Zahlraten pro
Molekul bestimmt, die je nach Laserleistung zwischen2,@,1kHzund 68,2+ 0,5kHz
lagen. Abbildung 4.17 stellt den Zusammenhang zwischearde&istung und Zahlrate pro
Molekul dar.
Soweit nicht anders erwahnt, wurde fur alle fluoreszenzosikopischen Experimente die
Leistung des Argon-lonen-Laser voni2iV (A = 514nm) durch Verwendung eines Grau-
filters (OD = 2) auf 1,44/W hinter dem Objektiv reduziert. Diese Leistung lag noch in
dem in Abbildung 4.17 rot angedeuteten linearen Bereichsede¥erlauf durch einen
linearen Fit der ersten drei Werte bestimmt wurde.
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Abbildung 4.17: Zahlraten pro Molekiil von 8BM Alexa Fluof’ 532 in PBS bei verschie-
denen Laserleistungen als Mittelwerte aus jeweils zehrskiegen von
60s Dauer.

Bei groReren Laserleistungen von > g\ verlor sich der lineare Zusammenhang zwi-
schen Laserleistung und Zahlraten pro Molekdl.

Bei der gewahlten Laserleistung von 1/ wurden zehn ACCs (Messdauer jeweils
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4.4 Fotophysikalische Eigenschaften von Alexa-ABT-325

60s) von Alexa Fluof 532 in PBS generiert, deren Auswertung eine Zéhlrate pro Mole

kil von 13,1kHzergab (Abbildung 4.18).

G(x)

|
n...'\
|

0,8 | | | | | i
1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0,1 1

tins

Abbildung 4.18: Zehn Autokorrelationskurven vonnd/ in PBS vermessenem Alexa
Fluor® 532. Die Laserleistung betrug 1,4¥V, die Messdauer war 60

Die Darstellung der Fluoreszenzfluktuationen mittels PCdalerin der halblogarithmi-
schen Auftragung der Haufigkeitsverteilung der EreignisseBin einen nahezu linearen
Zusammenhang. Dieser Befund belegt, dass die Anregung w@Aluof 532 bei der

gewahlten Laserleistung keine Sattigungseffekte zehgpbdi(dung 4.19).
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Abbildung 4.19: Mittelwerte und Standardabweichungen aus zehn PCHSs, dieinat
Binbreite von 10Qs aus Messungen vonr Alexa Fluof 532 in
PBS bei einer Laserleistung von 14w und einer Messdauer von je-
weils 60s erstellt wurden.
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4.4.3.2 Stabilitat

Die Fotostabilitat von 1@M Alexa Fluof 532 in PBS wurde durch Bestrahlung mit
einem Festkorperlased (= 532nm, P = 40,3nW) in einer Quarzkivette und Messung
der Absorption & = 532nm) untersucht. In Tabelle 4.2 stehen die nach der Zeit t er-
haltenen Absorptionswerte. Die fir die fluoreszensmikopgchen Experimente bei der
Anregungswellenlange 5nund einer Anregungsleistung von 1 4w umgerechneten

Zeiten t” sind auch in der Tabelle 4.2 dargestellt (sieheited3.3.3.6).

Tabelle 4.2:Bestrahlungsdauer t, normierte AbsorptionswerteXei 532nm nach der
Bestrahlung mit der LeistungsBbnm = 40,3mW und fur die fluoreszenzmi-
kroskopischen Messungen bei der Leisturgsf, = 1,44uW korrigierten
Bestrahlungsdauer t".

tinmin | Absorption | t"in h
0 100% 0
10 99,7 % 14,9
30 99,1% 446
50 98,3% 74,3
70 97,5% | 104,0
90 96,8%

150 93,8%
210 90,5%
270 87,3%
330 84,0%

Aus der Fotostabilitatsmessung ergab sich, dass bei deeneeten Anregungsleistung
Ps14nm = 1,44uW auch bei langen Versuchsdauern von mehreren Stunden keirkdi-m

chen Bleicheffekte auftraten.
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4.5 Fluoreszenzmikroskopische Messungen von Alexa-ABi-32

4.5 Fluoreszenzmikroskopische Messungen von

Alexa-ABT-325

4.5.1 Adsorption

Die Adsorption von IgGs an Glasoberflachen ist ein bekariatiekt [106] und musste
auch fur Alexa-ABT-325 untersucht werden. Diese Untersnghwar notwendig, da die
Adsorption an der Glasoberflache die Anzahl der Alexa-AB3-B®lekile im fluores-
zenzmikroskopischen Experiment vermindert und eine Megson Antikorperdimeren
stort oder verhindert.

Die Adsorption fluoreszierender Partikel lasst sich nstsglgenannter Z-Scans nachwei-
sen. Dabei durchwandert das fokussierte Beobachtungsealui® Probe vertikal (in
Z-Richtung). Es trifft zun&chst das Deckglas, um danacherutitersuchungslésung ein-
zutauchen. In Abbildung 4.20 sind Z-Scans fiir Alexa Ffub82 (A) und fiir den adsor-
bierten Alexa-ABT-325 Antikorper (B) gezeigt. Die Adsorptigibt sich durch ein hohes
Fluoreszenzsignal unmittelbar hinter dem Deckglas zurerie (Abbildung 4.20 B).

A B

Intensitat
Intensitat

Hoéhe des Fokus (Z)

>

Abbildung 4.20: Schematische Darstellung des um 90° nach rechts gekippten V
suchsablauf von Z-Scans einer Alexa FRI&32 (A) und einer Alexa-
ABT-325 (B) Probe in unbehandelten Kammerdeckglasern mit dem
sich bewegenden Fokus (gelb) und den sich in der Lésung liefied
fluoreszenten Molekulen (rot).

69



4 Ergebnisse

Die Adsorption von 12M Alexa-ABT-325 in PBS an den Glasboden eines Lab~Tek
Kammerdeckglases ist in Abbildung 4.21 wiedergegeben ewdie Menge des adsor-
bierten Alexa-ABT-325 mit der Zeit zunimmt. Dies sieht manden Intensitatszunahme
an der Glasoberkante zwischen dem beii® (rot) und dem nach 1fin (orange) ge-

machten Z-Scan.
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Abbildung 4.21: Wasserfalldiagramm der Z-Scans vonn Alexa-ABT-325 in PBS
in einem unbehandelten Lab-TékKammerdeckglas nachndin (rot),
5min (gran), 10min (blau) und 15nin (orange) Inkubationszeit.

Bei den Z-Scans von IM Alexa-ABT-325 in dem mit 5% Milchpulver in PBS be-
schichtetem Lab-Tek Kammerdeckglas sieht man bei keiner der Inkubationszeien
Omin bis 60min einen Intensitatspeak (Abbildung 4.22). Die in Abbildung#gezeigte
Adsorption von Alexa-ABT-325 in PBS kann also durch das Besthitder Lab-Tek
Kammerdeckglaser verhindert werden.
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Abbildung 4.22: Wasserfalldiagramm der Z-Scans vom2 Alexa-ABT-325 in PBS in
einem mit 5% Milchpulver in PBS beschichteten Lab-Tekammer-
deckglas nach @in (rot), 5min (grtin), 10min (blau), 15min (orange)
und 60min (dunkelgrin) Inkubationszeit.
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4.5 Fluoreszenzmikroskopische Messungen von Alexa-ABi-32

4.5.2 Intensitdatsspuren

In dieser Arbeit sollte die Zunahme von Alexa-ABT-325 Aggatan mit der Zeit unter-
sucht werden. Dazu wurde Alexa-ABT-325 béiCtlund 50°C bis zu M eingelagert. Eine
Vergleichsprobe wurde bei -8C gelagert. Es konnte angenommen werden, dass Dimere
und Aggregate eine grof3ere Helligkeit als Monomere habaheDwurden die aufge-
zeichneten Fluoreszenzintensitatsspuren auf intessitéike Fluoreszensereignisse, als
Indikator fur die Alexa-ABT-325 Aggregation, hin unterstcbDie Fluoreszenzintensi-
tatsspuren wurden alle mitnd Alexa-ABT-325 in PBS nach der Lagerung bei <€D

(A), sieben Tage bei4C (B) und 50°C (C) tber 608 aufgenommen (Abbildung 4.23).

Sie wurden aus TTTR-Daten mit einer Binbreite vanderstellt.

Fluoreszensintensitat in x 10° kHz

300
Zeitins

Abbildung 4.23: Fluoreszenzintensitatsspuren vonh\2 Alexa-ABT-325 in PBS nach
Lagerung bei -80C (A), sieben Tage bei«C (B) und sieben Tage bei
50°C (C). Die Fluoreszensintensitat ist in Ereignisse pro Bindeer
Binbreite von Insangegebers kH2).

Die Fluoreszenzintensitatsspur des sieben Tage b@igelagerten Antikorpers unter-
schied sich nicht von der Intensitatsspur des beres@elagerten Antikérpers. Im Ge-
gensatz dazu zeigte die Fluoreszenzintensitatsspur d&0b€ gelagerten Probe deut-
liche Zeichen fur grol3e Alexa-ABT-325 Aggregate, die mit feszenzmikroskopischen

Methoden nachweisbar sind.
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4.5.3 FCS

Die FCS ist eine fluoreszenzmikroskopische Methode, die kot Teilchen mit hin-
reichend unterschiedlicher Geschwindigkeit getrenrassén kann. Diese spiegeln sich
in den Diffusionszeitkonstantery wieder, die von der ACF als die Wendepunkte der
ACC beschrieben werden kénnen.

Die 1p von Alexa-ABT-325 wurde als Mittelwert aus 60 $Qaufen an finf Tagen mit
313+ 24us bestimmt. Dierp des Alexa-ABT-325-B$ Dimer wurde als Mittelwert aus
31 60s Laufen an drei Tagen mit 435 30us bestimmit.

In Abbildung 4.24 ist eine ACC einer Alexa-ABT-325 (blau) uridex Alexa-ABT-325-
BS® (rot) Probe gezeigt. Beide wurden mit einer Konzentratiom30oM in PBS bei einer

Laserleistung von 2, AW 60s vermessen.

5 KNI N 1 LA
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Abbildung 4.24: ACCs von J1M Alexa-ABT-325 (blau) und 8M Alexa-ABT-325-BS
Dimeren (rot) in PBS mit angedeuteten Diffusionszeitkomnt&a.

Da sich die Geschwindigkeitsverteilungen stark tberlapgennten keine Dimeranteile
mittels FCS bestimmt werden (Abbildung 1.9). Diese in deelatur beschriebene Limi-
tation der FCS wird bei der Betrachtung des Verlaufs von ACF &¥idiir Alexa-ABT-325
und Alexa-ABT-325 mit 5% Dimeranteil deutlich (Abbildung25) [67, 107, 108]. Die
ACF WerteG(1) wurden mit den angenommenen Diffusionszeitkonstanger 313us
und1p, = 435usfur eine durchschnittliche Teilchenzahl von eins im Detaidvolumen

aus Formel 1.4 errechnet.
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Abbildung 4.25: Theoretischer Verlauf von ACF Werten fir Alexa-ABT-325 (ldalli-
nie) und Alexa-ABT-325 mit 5% Dimeranteil (magenta gesteith mit
den angenommenen Diffusionszeitkonstardgn= 313us (blau) und
Tp, = 435us(rot).

4.5.4 PCH

Die Quantifizierung des Dimeranteils in einer Probe von Moacen war anhand der Dif-
fusionszeitkonstanten nicht méglich, da sich die Gesctigkeiten von Monomeren und
Dimeren nicht ausreichend unterscheiden. Daher wurdaisetseine Unterscheidung
anhand der Helligkeiten mittels PCH zu treffen. Dies war dbréisch, da wegen der
Labelverteilung mit einenx von 4,6 bei Alexa-ABT-325 keine einheitliche Helligkeits-
verteilung zu erwarten war (Abbildung 4.6). Optimalerveeigére jedes Dimer doppelt
so hell wie jedes Monomer. Aul3erdem musste die PCH-Auswgituainer fur die Ein-
photonenmikroskopie angepassten Form verwendet wergidre (Kapitel 1.2.5.1). Diese
fuhrte einen zuséatzlichen Faktor fur die auf3erhalb dededdéokus detektierten Photo-

nen ein, was zu einer weiteren Unsicherheit in der PCH-Auswgrfihrte.
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4.5.4.1 Auswertung gemessener Daten

Anhand einer Kontrollprobe wurde zunéchst Uberpruft, eweit die PCH-Auswertung
von TTTR-Daten das Alexa-ABT-325 Monomer als eine einzelnengonente erfasst.
Dazu wurde 2M Alexa-ABT-325 in PBS zehnmal tber eine Dauer vonrifvermes-

sen. Ein charakteristisches PCH und der Fit mit dem Einkomapt@m-Modell des ,PCH

Data Processing Plugin®“ist in Abbildung 4.26 gezeigt [83].

normierte
Klassenhaufigkeit

Residuen

Ereignisse pro Bin

Abbildung 4.26: PCH-Daten (schwarze Punkte) einer Messung vaiv 2\lexa-ABT-
325 in PBS mit einer Messdauer vonrhth und Einkomponenten PCH-
Fit (blaue Linie) und zugehdrigen Residuen.

Wahrend der Fit die Bins mit wenigen Ereignissen gut beschrigiolet man ab sieben
Ereignisse pro Bin zum Teil erhebliche Abweichungen von demessenen Daten. Ein
Fit mit dem Zweikomponenten-Modell fihrte zu einer bessekapassung der Fitlinie
an das PCH (Abbildung 4.27). Offenkundig fuhrt die Labeléfiz von Alexa-ABT-325
mit K = 4,6 und einer davon abzuleitenden Labelverteilung zu mwigrschiedlich hellen

Komponenten, die sich mittels PCH beschreiben lassen.
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Abbildung 4.27: PCH-Daten (schwarze Punkte) einer Messung voiM 2Alexa-ABT-
325 in PBS, mit einer Messdauer vonrhih und Zweikomponenten
PCH-Fit (cyan-farbene Linie) und zugehdrigen Residuen.

Unter der Annahme, dass sich zwei unterschiedlich helle pjdaranten mit den Hellig-
keiteng; und &, und den zugehdrigen TeilchenzahMp und N in der Alexa-ABT-325
Kontrollprobe identifizieren lassen, ergeben sich die ibelle 4.3 dargestellten Fit Er-

gebnisse.

Tabelle 4.3:Ergebnisse der Zweikomponenten PCH-Auswertung einer #ueres-
mikroskopischer Messung vom21 Alexa-ABT-325 in PBS mit den mitt-
leren TeilchenzahleN, den molekularen Helligkeitenund dem Korrektur-
faktor F, dem Verhéltnis der Emission innerhalb und auf3kerties theoreti-
schen Fokus.

N; | 0,230+ 0.003
& 1.914+ 0.016
N2 | 0.0695+ 0.002
& 5.910+ 0.029
F 0.697+ 0.008

Die Auswertung mittels Zweikomponenten Fit ergab 76,8 %eeidunkleren (1) und
23,2% einer helleren (2) Komponente. Dabei war die molekuttelligkeit e, 3,1 fach

grol3er als;.
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4 Ergebnisse

Da die Helligkeitsverteilung von Alexa-ABT-325 bereits 2waterschiedlich helle Kom-
ponenten erkennen lasst, ist die exakte Quantifizierungsayeringen Dimeranteils als

Bestandteil einer Monomerprobe mittels PCH-Auswertung kendgglich.

4.5.4.2 Auswertung simulierter Daten

Dass die zwei unterschiedlich hellen Komponenten in den ROH#Alexa-ABT-325 auf

die Probe zuriickzufihren waren, wurde durch die SimulatrmhAuswertung von PCH-
Daten sichergestellt. Es wurden PCH-Daten mit 0%, 50% undd @meranteil und
Uber eine Messdauer vomiin simuliert. Dabei wurde der ideale Fall angenommen, dass
ein Dimer doppelt so hell ist wie ein Monomer. Ein PCH mit 50 %rieranteil und dem
zugehorigen Zweikomponenten Fit (lila-farbene Linie) ohém ,PCH Data Processing
Plugin“ ist in Abbildung 4.28 gezeigt [83]. Wobei die Residudes Fits um den Fak-
tor vier kleiner sind als die des Zweikomponenten Fits datere Alexa-ABT-325 Probe
(Abbildung 4.27). Dies deutete darauf hin, dass in der reAlexa-ABT-325 Probe ver-
mutlich mehr als zwei verschieden helle Komponenten etghavtaren und der Fit dort

daher groRere Abweichungen von den PCH-Daten zeigte.

normierte
Klassenhaufigkeit

Residuen

0 2 4 6 8 10 12 14

Ereignisse pro Bin

Abbildung 4.28: Die Abbildung zeigt mit 50% Monomer- und 50% Dimeranteil si-
mulierte PCH-Daten (schwarze Punkte) und einen Zweikomputene
PCH-Fit (lila-farbene Linie) mit den sich ergebenden Residue
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4.5 Fluoreszenzmikroskopische Messungen von Alexa-ABi-32

Die Ergebnisse der Auswertung von simulierten Daten sintaipelle 4.4 gezeigt. Die
simulierten Alexa-ABT-325 PCHs der Monomere und Dimere wanahét dem Einkom-
ponenten und das Gemisch mit dem Zweikomponenten-Modstjeavertet. Dabei war
N; der Mittelwert der mittleren Teilchenzahl fir den Monomand N> fiir den Dime-
ranteil. & und & gaben den Mittelwert der molekularen Helligkeit des Monomad
Dimeranteiles wieder. Der Korrekturfaktor F, das Verhi&loler Emission innerhalb und
aulRerhalb des theoretischen Fokus, wurde nicht benééigh den Simulationen nur Si-

gnale aus dem theoretischen Fokus kamen.

Tabelle 4.4:PCH Auswertungen von simulierten Daten. Mit den mittlereiichenzah-
lenN und den molekularen Helligkeitenfiir Monomere, Dimere und einem
Gemisch aus 50% Monomer und 50% Dimer.

Monomere Dimere 50% Monomere
50% Dimere
N; 0,158+ 0,002 0,075t 0,015
& 2,318+ 0,020 2,293t 0,297
N> 0,154+ 0,003 0,084+ 0,015
& 4,640+ 0,059 4,54H 0,206

Bei der Auswertung des simulierten Gemisches aus 50 % Monont50 % Dimer wur-
den die molekularen Helligkeitefz) der einzelnen Komponenten wiedergefunden. Dies
zeigte, dass die verwendete PCH-Auswertung fur die Einplestmikroskopie in der La-
ge war, Gemische anhand der Helligkeiten der enthaltenempdaenten zu unterschei-
den. Bei der Betrachtung der mittleren Teilchenzahl fiir demdfoeranteiN, = 47,4 %
und fur den DimeranteN, = 52,6 % mit einer Standardabweichung von jeweils 9% zeig-
te sich die Genauigkeit der PCH-Auswertung unter der Bediggdass ein Dimeg; =
4,640+ 0,059 doppelt so hell war wie ein Monomgr= 2,318+ 0,020.

Die Quantifizierung eines Dimeranteils in einer realen Brebn Alexa-ABT-325 Mo-
nomeren ist anhand der Helligkeiten mittels PCH nicht maglBie in Abbildung 4.6
gezeigte Labelverteilung fuhrt zu einer Helligkeitsvéueg, die eine sinnvolle Auswer-

tung mit dem PCH-Modell verhindert.
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4 Ergebnisse

4.5.5 Einzelereigniserkennung

Da die Quantifizierung eines Dimeranteils in einer Alexa-AB6 Probe anhand der Dif-
fusionszeitkonstante und der Helligkeitsverteilung et#ttFCS und PCH nicht méglich
war, wurde eine Auswertung uber die EreignishelligkeitisnQuotient der Zahlimpulse
pro Ereignis und der Ereignislange in der Einzelereigkesenung versucht.

Dabei wurden fluoreszensmikroskopische Messungen (n = d)Alexa-ABT-325 in
einer Konzentration von M in PBS Uber 1@nin durchgefuhrt, wobei sich im zeitli-
chen Mittel nurx 0,2 Teilchen im Fokus aufhielten. Dass sich Ereignisse vehreren
Teilchen Uberlappen, konnte unter diesen Bedingungen oadnesgeschlossen werden.
Zur Erzeugung einer Intensitatsspur wurden die TTTR-Daiesed Messungen mit einer
Dauer von 4Qus gebinnt. Mit diesen Intensitatsspuren konnte dann eineef@neigni-
serkennung mit zwei Schwellenwerten durchgefihrt wer@am.untere Schwellenwert
legt die Ereignislangen fest, der obere Schwellenwert wiliddie Unterscheidung zwi-
schen Signal und Hintergrund genutzt. Die Schwellenwentkoationen lagen dabei fur
den unteren Schwellenwert zwischen einem und acht Zahlgepyro Bin. Fir den obe-
ren Schwellenwert lagen die Werte zwischen zwei und neutirdgblsen pro Bin. Die
niedrigste Intensitat, die innerhalb eines Ereignissesdait werden musste damit dieses
erkannt wurde, war S(Hzbei zwei Zahlimpulsen in einem Bin. Der hdochste Schwellen-
wert von neun Zahlimpulsen pro Bin entsprach einer Intehgitd 225<Hz

Die Verteilung der Ereignisintensitaten und die Anzahl Hegignisse in Abhangigkeit
der gewahlten Schwellenwertkombination ist in Abbildung%gezeigt. Die Spannwei-
te der gezeigten Ereignisintensitaten reicht vokH3bei 60153+ 596 Ereignissen flr
die untere Schwellenwertkombination eins/zwei bis zuld$@bei 507+ 28 Ereignis-
sen flr die oberste Schwellenwertkombination acht/neismBEhzelereigniserkennungen
mit den dazwischen liegenden Schwellenwertkombinatidiedéarten dabei Ergebnisse,
die mit zunehmender Hohe der Schwellenwerte eine grol3eigritsintensitat und eine

kleinere Anzahl an Ereignissen lieferten.
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Ereignisse x 10

Abbildung 4.29: Verteilung der Intensitaten einzelner Ereignisse bei nscteedlichen
Schwellenwertkombinationen. Daten der Einzeleregnesarkng von
2nM Alexa-ABT-325 in PBS mit einer Messdauer vonrtith (n = 10).
Die Alexa-ABT-325 Probe wurde bei -8C gelagert.

Die Labelverteilung von Alexa-ABT-325 fiihrt zu den Vertaigen in den Ereignishel-
ligkeiten fur die einzelnen SchwellenwertkombinationanfRerdem fuhrt die Labelver-
teilung auch zu der Verteilung der Ereignishaufigkeitend®i einzelnen Ereignishel-
ligkeiten (Abbildung 4.29). Diese Verteilungen verhindelie Differenzierung zwischen
Alexa-ABT-325 Monomeren und Dimeren, die maximal die dopgpé&reignishelligkeit
der Monomere hatten. Da aulRerdem die EreignishelligkeitenAlexa-ABT-325 von
der Anzahl der gebundenen Alexa FIfid32 Molekiile abhing und diese fiir Monomere
und Dimere Uberlappten, war eine Quantifizierung des Dinteilg auf diese Weise nicht

moglich (siehe Kapitel 4.3.3).
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4.6 Eine neue Methode fiir die Auswertung von ACCs

Da die Auswertungen von Fluoreszenzfluktuationsdaterelsiff) Autokorrelationsfunk-
tion (ACF) zur Untersuchung von Diffusionszeitkonstan{@hPhotonenzahlhistogramm
zur Untersuchung von molekularen Helligkeiten und (iilnEglereigniserkennung zur
Unterscheidung von Ereignishelligkeiten fir den Nachweiser gerade einsetzenden
Alexa-ABT-325 Dimerisierung ungeeignet sind, musste eieeenAuswertungsmetho-
de entwickelt werden. Dabei wurde der Fokus auf den Bereidechen 0,5 und 1s
der Autokorrelationskurve (ACC) von Monomer-Dimer-Gemisglgelegt, der weitest-

gehend Ereignisse abbildet, die von Dimeren erzeugt werden

4.6.1 Prinzip der neuen Auswertungsmethode

Bei linear steigendem Anteil der zweiten Komponente nimretAimplitude einer nor-

mierten Zweikomponenten ACF im Bereich von 8§lis 1slinear zu. Dieser Zusammen-
hang gilt jedoch nur fir ACFs mit den dort berticksichtigtektbeen wie z.B. Struktur-

parameter, durchschnittliche Teilchenzahl im Detektwohsnen, Diffusionszeitkonstan-
ten und das Intervall fur die Korrelationen der zeitlichdndfeszenzfluktuationen. Bei
ACCs, die aus realen Messungen stammen, geht allerdings as¢firmtergrundrauschen
ein, was sich besonders bei kleinen Amplituden bemerkb@hmand den Zusammen-
hang zwischen dem Anteil der zweiten Komponente und deekpondierenden Ampli-
tude verzerrt. Da die Amplitude von ACCs im Bereich von$kis 1s ein wesentlicher

Bestandteil bei der Entwicklung einer neuen Auswertungsoutst war, wurde das zuvor
experimentell bestimmte Hintergrundrauschen vonk390ei der Simulation der Fluo-
reszenzfluktuationen von Antikdrpermonomeren mit einegeanmmenen Dimeranteil
von 0,5% bis 10% fur eine Messdauer vomiid (n = 30) beriicksichtigt. In Abbildung
4.30 ist beispielhaft eine simulierte ACC funi1 Alexa-ABT-325 mit 7% Dimeranteil

gezeigt.
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Abbildung 4.30: Simulierte Autokorrelationskurve vonnM Alexa-ABT-325 mit 7%
Dimeranteil fr eine Messdauer von min.

Da in den Simulationen nur Alexa-ABT-325 Monomere und Dimaeelicksichtigt wur-
den, erfolgte die Auswertung mit einer ACF fir zwei KompomentDabei wurde der
erste Wendepunkip, der ACF auf den Wert, der aus den Simulationen ermitteltefubif
sionszeitkonstante von 345, des monomeren IgGs festgesetzt. Der zweite Wendepunkt
Tp, wurde im Bereich von 0,4 bis 1s auf 100 logarithmisch verteilte Werte fixiert. Die
FraktionF (1p,) nimmt mit steigendem Wert des zweiten Wendepupktab (Abbildung
4.31). So findet man fir eine Simulation mit 2% Dimeranteil t4g = 0,1s ein F(1p,)

von 1,718x10~# und beitp, = 1sein F(1p,) von 1,553x10~4. Die Simulation einer
Probe mit 10% Dimeranteil zeigt bei einem, von 0,1serwartungsgemal einen hoheren
Wert fir F(1p,) von 7,572x 103, der bei einentp, von 1s auf einen Wert von 4,952

x 103 abfallt.
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Abbildung 4.31: Fraktionen der zweiten Komponerf¢1p,) in Abhangigkeit des zwei-
ten Wendepunktes, einer simulierten Alexa-ABT-325 Probe mit 2%
(gelb), 3% (orange), 5% (blau), 7% (grin) und 10% (magenta)ed
ranteil. FUr die Simulationen wurde eine Stoffmengenkatrzgion von
1nM und eine Messdauer von frfin eingesetzt.

Die KurveF (1p,) Ubertp, lasst sich mit der Potenzfunktion in Formel 4.1 beschreiben
wobei der Faktor ¢ die Hohe der Kurve by, = 1s darstellt und Gber den Exponenten
y die Anpassung an den nichtlinearen Zusammenhang zwisgh)emdF (1p,) erfolgt.
Hierfiir wurde das MATLAE® Programm mit der ,Isqcurvefit* Fitfunktion und den ,,op-
timset* Parametern 'Display’, 'final’, 'FunValCheck’, 'off' MaxFunEvals’, 1e6, 'MaxI-
ter’, 1e6, 'TolFun’, 1e-10, 'TolX’, 1e-10 verwendet.

F(tp,) =C 1) (4.1)

2

Offenkundig korreliert der ¢ Wert mit einem entsprechendeneranteil. Die ¢ Werte der

simulierten Monomer-Dimer-Gemische sind in Tabelle 4.&datellt.
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Tabelle 4.5:Dimeranteile und zugehorige ¢ Werte aus simulierten Dateers (n = 30).

Dimeranteile | cWert | Standardabweichung

0,5% 3,43x 10° 9,57 x 10°
1% 8,87 x 10° 1,87 x 104
2% 1,96 x 104 3,07 x 10
3% 8,14x 10 6,19x 104
4% 1,32x 103 7,62x 10%
5% 2,52x 1073 6,70x 104
6% 3,29x 103 7,22x 10%
7% 3,37x 1073 6,05x 104
8% 3,85x 103 6,82x 10
10% 4,85x 103 6,49 x 104

Tragt man die ¢ Werte gegen den Dimeranteil auf und erganschen den Werten aus
den Simulationen jeweils zehn durch hermitische Intetpmiagenerierte Datenpunkte,
so erhalt man die in Abbildung 4.32 dargestellte Kalibrigve, die erwartungsgemar

keinen linearen Verlauf zeigt.

Dimeranteil in %

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
c Wert x 10

Abbildung 4.32: Kalibrierkurve aus simulierten Alexa-ABT-325 Datensatzeit tber
den ¢ Werten aufgetragenen unterschiedlichen DimerantéNess-
dauer = 10nin, n = 30 pro Punkt).
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Vernachlassigt man das Hintergrundrauschen und simdlieDatenpunkte im Bereich
von 5% bis 8% Dimeranteil erneut, so kann hier ein linearesafiomenhang zwischen
Dimeranteil und ¢ Wert festgestellt werden. Der Einflussidegergrundrauschens lasst
sich durch Vergleich dieser Datenpunkte mit der zuvor gerten Kalibrierkurve deut-

lich darstellen (Abbildung 4.33). Die der Abbildung 4.33zunde liegenden c Werte sind
in Tabelle 4.6 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die ¢ einhe den Einfluss des Hin-
tergrundrauschens auch bei kleineren Dimerkonzentietia®em theoretisch erwarteten

linearen Verlauf folgen.
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Abbildung 4.33: ¢ Werte aus simulierten Alexa-ABT-325 Datensatzen ohne ddint
grundrauschen in Rot (Messdauer =i, n = 10 pro Punkt) im Ver-
gleich zur Kalibrierkurve (Messdauer = @in, n = 30 pro Punkt).

Tabelle 4.6:Dimeranteile und zugehdrige ¢c Werte aus simulierten Détzes ohne Hin-
tergrundrauschen (n = 10).

Dimeranteile | cWert | Standardabweichung

5% 2,38x 1073 8,39x 10%
6% 2,94%x 103 6,42 x 104
7% 3,43x 1073 6,22 x 104
8% 3,86 x 103 9,36x 10%
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4.6.2 Kontrollversuche zum Nachweis von IgG Dimeren

Inwieweit die mittels simulierter Datenséatze generier@ilitierkurve auch bei realen
Messungen zu richtigen Ergebnissen fihrt, wurde anhandKeoirollexperimenten un-
tersucht. Dazu wurde eine fluoreszenzmikroskopische Mgsgon einem kommerziell
erhéltlichen Ziege-Anti-Maus Alexa FIUBr532 IgG als Monomerprobe durchgefiihrt.
Die Messungen (n = 8) dauertenrbhund die Anregungsleistung wagfnm= 1,44uW.
Die Auswertung der ACCs uber den ¢ Wert ergab bereits einen iaimel von 4,63
+ 0,42%.

Nach der Zugabe von 1% (Massenverhaltnis) Hase-Anti-ZigGewurde eine weitere
fluoreszenzmikroskopische Messung durchgefiihrt (n = 8).rrmierten Autokorrela-
tionskurven von Ziege-Anti-Maus Alexa FIf0532 IgG vor und nach Zugabe von 1%

(Massenverhaltnis) Hase-Anti-Ziege IgG wiesen einen &khlichen Verlauf auf (Abbil-

dung 4.34).
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Abbildung 4.34: Normierte Autokorrelationskurven von:6104g/L Ziege-Anti-Maus
Alexa Fluof 532 IgG vor (cyan) und nach (rot) Zugabe von 1% (Mas-

senverhaltnis) Hase-Anti-Ziege 1gG in PBS bei einer Messdawon
10min.

Nach Bestimmung des ¢ Wertes der mit 1% (Massenverhaltnspilgen Probe wurde

ein signifikantel p < 0, 05) Anstieg des Dimeranteils von 4,&30,42 % auf 5,32t 0,66 %
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festgestellt, was einer Differenz von 0,69 % entspricht{idung 4.35 und 4.36). Theore-
tisch ware eine Zunahme des Dimeranteils von 0,97 % (Stoffj@everhaltnis) zu erwar-
ten. Dies entspricht einem Massenverhaltnis von 1%. Datn@tagenverhaltnis musste
betrachtet werden, da der unmarkierte Antikorper ein geries Molekulargewicht hat.
Nach Zugabe von 2% (Massenverhaltnis) Hase-Anti-Ziege W& einem Stoffmen-
genverhaltnis von 1,94 % entspricht, wurde in der Probe sigrafikante(p < 0,05) Zu-
nahme im Dimeranteil von 4,63 0,42% auf 6,40t 1,36 % gefunden. Dies entspricht
einer Differenz von 1,77 % (Abbildung 4.35 und 4.36). Bei degdbe von 3% (Mas-
senverhaltnis) Hase-Anti-Ziege 1gG zu Ziege-Anti-Mausxd FluoP 532 1gG stieg der
Dimeranteil signifikantp < 0,05) von 5,41 1,52% auf 8,02t 1,28%, was eine Dif-
ferenz von 2,62% ergibt (Abbildung 4.36). Die theoretisglimahme des Dimeranteils
lag bei 2,91 % (Stoffmengenverhaltnis). Auch wenn die tesch zu erwartende Dimer-
bildung experimentell nicht vollstandig wiedergefundemrde, kann dennoch festgestellt
werden, dass die neue Auswertungsmethode eine Mdglichikdfhet, Dimerisierungen

von IgGs zu einem friihen Zeitpunkt zu erkennen.
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Abbildung 4.35: Fraktion der zweiten Komponente(tp,) in Abhangigkeit des zuge-
hérigen zweiten Wendepunktes, von 5 x 104g/L Ziege-Anti-Maus
Alexa Fluof® 532 IgG vor (blau) und nach Zugabe von 1% (griin) und
2% (magenta) Hase-Anti-Ziege IgG. Die Messungen wurdenB8 P
mit einer Messdauer von 18in durchgefihrt.
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Dimeranteil in %

A B C D E

Abbildung 4.36: Dimeranteile von 5¢< 10“4g/L Ziege-Anti-Maus Alexa Flud? 532 IgG
vor (A und D) und nach Zugabe von 1% (B), 2% (C) und 3% (E) Hase-
Anti-Ziege 1gG in PBS(p < 0,05). Die Messdauer betrug bdin (n =
8).

4.6.3 Messergebnisse der eingelagerten Proben

Die Bildung von Dimeren wurde anhand einer realen Probe duagerung von Alexa-
ABT-325 und unter Verwendung der neuen Auswertungsmethotkesucht. Daftr wur-
den jeweils zwei Alexa-ABT-325 Proben in einer Konzentnation 2g/L bei 4°C und
50°Cfur 1, 2, 4 und 7 Tage gelagert (siehe Kapitel 3.4.6). Dik aitschlieRende fluores-
zenzmikroskopische Messung der gelagerten Probe erfofgtie Verdiinnung mit PBS
auf eine Konzentration vonriM tiber 10min (n = 10).

AulRerdem wurden bei -8@ gelagerte Kontrollproben vermessen, die einen mittleren
Wert von 0,0020 und 0,0024 und einen mittleren Dimerantail 4,75+ 0,57 % zeigten.
Nach Auswertung der Proben, die béiClgelagert wurden, konnte nur zwischen Tag
eins und sieben ein signifikanter Unterschied in den Frakticder zweiten Komponen-
te F(1p,) mit gemittelten ¢ Werten von 0,0020 und 0,0030 festgestediden (Abbil-
dung 4.37 und 4.38). Entsprechend der ¢ Werte betrug derttigémiDimeranteil nach

87



4 Ergebnisse

einem Tag 4,6t 0,9%, der nach siebentagiger Lagerung um 1,5% auf durchsicin
6,14+ 1,8 % stieg (siehe Tabelle 4.7). Demgegenuber lagen die teWWer Proben nach
zwei- und viertagiger Lagerung nahezu auf dem Niveau debdRmie fur einen Tag ein-

gelagert wurde (siehe Tabelle 4.7).
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Abbildung 4.37: Fraktion der zweiten Komponente(tp,) in Abhangigkeit des zuge-
horigen zweiten Wendepunktes, von 2nM Alexa-ABT-325 gelagert
bei 4°C nach einem (blau) und sieben (magenta) Tagen. Die Messdaue
betrug 10min.
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Abbildung 4.38: Gemittelte ¢ Werte (n = 10) vonriM Alexa-ABT-325 Kontrollproben
und nach ein bis siebentégiger Lagerung & 4p < 0,05).
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Tabelle 4.7:c Werte und Dimeranteile von eingelagerten Alexa-ABT-325bién

Temperatur Dauer c Wert Dimeranteil
-80°C 0,0020+ 0,0005 4,57 0,49%
0,0024+ 0,0006 4,94+ 0,61%
1d 0,00174+ 0,0005 4,25+ 0,64%
0,0023+ 0,0007 4,95+ 0,98%
4o 2d 0,0013+ 0,0004 3,84 0,62%
0,0024+ 0,0007 4,95+ 0,61%
4d 0,0015+ 0,0007 4,02+ 0,87 %
0,0022+ 0,0010 5,13+ 1,69%
7d 0,0029+ 0,0012 6,10+ 1,52%
0,0031+ 0,0007 6,1A 2,19%
1d 0,0233+ 0,0065 n.a.
0,0315+ 0,0045 n.a.
£0°C 2d 0,0543+ 0,0131 n.a.
0,0594+ 0,0219 n.a.
44 0,0654+ 0,0316 n.a.
0,0780+ 0,0307 n.a.
7d 0,0777+ 0,0923 n.a.
0,1029+ 0,1387 n.a.

n.a.: nicht auswertbar

Die bei 50°C gelagerten Alexa-ABT-325 Proben zeigten bereits nachneifn@g hohe
Werte fur die Fraktionef (1p,) mit einem entsprechend hohen durchschnittlichen ¢ Wert
von 0,02744 0,0069 (Abbildung 4.39 und Tabelle 4.7). Um die Aggregation IgGs

zu einem maoglichst frihen Zeitpunkt erfassen und auswerxénnen, wurde eine Ka-
librierkurve mit c Werten erstellt, die eine Dimerisierwin bis zu 10% abbildet. Da der

¢ Wert der bei 50C eingelagerten Probe bereits nach einem Tag um den Faktandd,
grol3er war als die Obergrenze des kalibrierten Bereichgytkagin genauer Dimeranteil

von grof3er 10% nicht ermittelt werden (siehe Tabelle 4.i8lnvehr [&sst sich anhand der
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4 Ergebnisse

ACC erkennen, dass offenkundig grof3ere Aggregate gebildetem, die sich als Stufen

und Peaks oberhalb vomtswiederfinden lieRen (Abbildung 4.40).
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Abbildung 4.39: Fraktion der zweiten Komponente(1p,) in Abhangigkeit des zuge-
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horigen zweiten Wendepunkteg, einer Messung von einem Tag bei
50°C eingelagertem Alexa-ABT-325. Die vermessene Stoffmengen
konzentration war @M und die Messdauer 10in.
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Abbildung 4.40: Autokorrelationskurve einer FCS Messung vonM\2 Alexa-ABT-325

nach siebentagiger Lagerung bei’® Die Messdauer betrug hfin.
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Fur medikamentds eingesetzte Antikorper ist die Uberwaghund Vermeidung von Ag-
gregaten von grof3er Bedeutung. Die Antikorperaggrega@mm kiicht nur zu einem Ak-
tivitatsverlust fuhren [37], sondern auch eine Immunamtvi@rvorrufen [27, 28]. Bei
der Herstellung von Antikérpermedikamenten fuhren im \Wégghen Effekte von Pri-
marpackmitteln und Matrices zu Antikdrperaggregaten.[38jch der Umgang mit An-
tikbrperpraperaten spielt eine Rolle, wie z.B. ein haufigeaAien und Einfrieren oder
die verwendete Lagertemperatur etc. [32,37,109]. Es s daotwendig, die Aggregat-
bildung in Antikdrpermedikamenten frihstmoéglich zu enken. Idealerweise sollten die
hierflr eingesetzten analytischen Methoden bereits dmeebhildung mit einem Anteil

von weniger als 5% sicher nachweisen.

5.1 Methoden der Antikorperaggregatdetektion

5.1.1 Nicht-fluoreszenzbasierte Methoden

Nicht-fluoreszenzbasierte Methoden fir die Antikorperaggtdetektion haben den Nach-
teil, eine groRere Probenmenge zu bendtigen und moglidisewicht-kovalent verbun-
dene Aggregate wieder aufzulésen. Nicht-fluoreszenzttashMethoden sind z.B. die
asymmetrische Feld-Fluss-Fraktionierung, die verbésdeorm der Gel-Permeations-
Chromatographie [110], die Gréf3enausschlusschromatioigr{?6], die Polyacrylamid-
Gelelektrophorese [40], die Ultrafiltration [111], die tdzentrifugation [112] und die
Elektronenmikroskopie [113-118]. Bei der Ultrafiltratioitbges aul3erdem das Problem
der Trennschéarfe bei Aggregaten, die nicht globular gri&den, und das Problem der
Adsorption von IgGs und deren Aggregate an das MembraniaiatBie Ultrazentrifu-
gation eignet sich wegen der auftretenden Scherkréafteimstébile Aggregate, wie sie
z.B. durch Erhitzen erzeugt werden [119]. Weniger stabilgragate, die durch langeres
Lagern von IgGs bei 4C entstehen, kdnnen nicht mittels Ultrazentrifugatiorekgért

werden [31]. Mit der Elektronenmikroskopie kdnnen beréitgikorperdimere sichtbar
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gemacht werden [113-118], wobei sogar inter- und intrakudége Winkel und die Art
der Aggregation von offen- oder geschlossenkettigen Forenkannt werden. Die auf-
wandige Probenvorbereitung bei der Elektronenmikroskagtiein erheblicher Nachteill,

der ein Screening mit hohem Probendurchsatz praktisch eitdubt [116].

5.1.2 Fluoreszenzbasierte Methoden

Die quantitative Analyse von Antikdrperproben mit kleinBimeranteilen kdnnen mit
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen durchgefidartien. Die fluoreszenzmi-
kroskopischen Methoden sind sehr sensitiv. Sie kdnneniaaénolekilniveau arbeiten
und brauchen dementsprechend nur kleinste Probenmenigesin® schnell und wenig
invasiv, was auch eine Untersuchung von nicht-kovalertiwaienen Aggregaten ermog-
licht. Allerdings mussen die Antikdrper dazu fluoreszendaeast werden. Ein geeigneter
Fluoreszenzfarbstoff darf das Aggregationsverhaltenfaeikorper nicht beeinflussen.
Da Antikorper in der Regel in wassrigen Puffern untersuchider, muss der Fluores-
zenzfarbstoff hydrophil sein. AuRerdem muss der Fluoreagbstoff tber den Mess-
zeitraum Uber eine hohe Fotostabiltéat verfiigen, da ein Bégiades Chromophors die
Messergebnisse verfalscht, indem sinkende Partikelzaimd kirzere Aufenthaltsdau-
ern im Fokus vorgetauscht werden. Weitere Eigenschafteniloer eine Verwendung
eines Fluoreszenzfarbstoffes entscheiden, sind der dydamische Radius, die Fluores-
zenzquantenausbeute sowie das Absorptions- und Emispekisum.

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Agdgjicagvon ABT-325 musste
das IgG fluoreszenzmarkiert werden. Dies geschah mit deraMRiof? 532 Succinimi-
dylester Uiber die Amminogruppen des Antikérpers. Dassa@Rxof® 532 markierte An-
tikdrper noch funktionell waren, belegte das in dieser Anoerwendete Ziege-Anti-Maus
Alexa Fluof’ 532 IgG sowie die Nutzung von Ziege-Anti-Maus Alexa FIi&32 IgG
als Zweitantikdrper bei der Detektion des Humanen Immuagfzvirus Typ 1 [120].

Neben der Fluoreszenzmarkierung tber Amminogruppen méneiSuccinimidylester-
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aktivierten Farbstoff kbnnen auch andere funktionellegpen fur eine Kopplung genutzt
werden, wie z.B.Thiol-, Hydroxyl-, Aldehyd-, Keto- und Carsé&uregruppen [121]. Ei-
ne Markierung Uber eine dieser Gruppen stellte fir ABT-326&kd&lternative dar, da in
keinem Fall ein Derivat mit exakt einem Farbstoffmolekilezwarten war, was eine ein-
fachere Helligkeitsverteilung bei den fluoreszenzmikops&chen Messungen und damit
eine bessere Auswertbarkeit der Daten zur Folge hatte.

Nach der Markierung musste das freie Alexa FRu682 liber eine Superdéx200 PC
3.2/30 S&ule vom Alexa-ABT-325 abgetrennt werden. Freies@Fluof 532 wiirde bei
Messungen der Diffusionszeitkonstanten mittels FluaezsZorrelations-Spektroskopie
(FCS) zu einem Wert fuhren, der weder von Alexa-ABT-325 nodhese Aggregaten
stammt und fir die Auswertung ein aufwandigeres Dreikonepten-Modell erfordert.
Bei Messungen der Fluoreszenzhelligkeiten wiirde freiesaAiéuof’ 532 zu Uberlage-
rungen mit Alexa-ABT-325 mit gleicher Fluoreszenzhelligkéhren. Die Reinheit des
chromatographisch isolierten Alexa-ABT-325 wurde mitteS8S mit 99,7+ 0,9% be-
stimmt.

Die Identitat des fluoreszenzmarkierten IgGs wurde mittés_DI-TOF MS Analyse
bestatigt. Fur Alexa-ABT-325 wurde ein MassenpeaK[lei m/z = 151.853 gefunden.
Demgegentiber lag der MassenpeaK [flir ABT-325 bei m/z = 148.976. Uber das Mo-
lekulargewicht von Alexa Flubt 532 (609Da) konnte die Labeleffizienz mik = 4,7
bestimmt werden.

Fur die Messung des Diffusionskoeffizienten von Antikbdoereren wurde ABT-325
bzw. Alexa-ABT-325 mit Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat (B%ovalent verbunden und
jeweils anschlieBend {iber eine Superde00 PC 3.2/30 S&ule abgetrennt.*Bgurde
z.B. zur Herstellung von kovalent quervernetzten DimereanRIBomanen des Norovi-
rus Capsid-Proteins benutzt, um als Kontrollproben in SD®iGeu dienen [122]. Die
mittels MALDI-TOF MS Analyse untersuchte Identitit der AB?5-BS Dimere zeigte
einen Massenpeak [Mlvon m/z = 299.076. Die Alexa-ABT-325-B®imere zeigten da-

gegen einen Massenpeak TMron m/z = 309.752. Aus der Differenz von 6046 zwischen
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IM* pjexanpT.325.85] UNd 2 X [M™ Alexa-aBT-324 lasst sich eine Zahl von 38,8 B&inkern
ohne Sulfosuccinimidylabgangsgruppen errechnen. Ofiiedig wurde von den zur Ver-
fugung stehenden Amminogruppen fiir die Markierung von ARB-&it Alexa Fluof
532 Succinimidylester nur wenige funktionelle Gruppen es®jzt. Daraus ergibt sich
eine Labelverteilung nach Poisson, was die Betrachtung dkellerteilung von ABT-
325 Monomer und Dimer in dieser Arbeit erméglichte (Abbidw.6). Im MS Spektrum
von ABT-325-BS wurde neben einem [k] Massenpeak mit m/z = 151.458 auch ein
[2M3*] Massenpeak mit m/z = 227.983 identifiziert. Auch fiir dasxalé\BT-325-BS
wurden entsprechende Massenpeaks fig*]Ivhit m/z = 154.516 und [2N*] mit m/z =
232.173 gefunden. Eine analoge Interpretation von MS $@ektir monoklonale 1gGs
wurde bereits publiziert [123,124].

Die Labeleffizienz fiir Alexa-ABT-325 wurde mittels Absomismessungen mit = 4,6
bestimmt, was der Uber massenspektrometrische Daterntesr@alNert vork = 4,7 be-
statigt. Der Anteil an nicht markiertem ABT-325 w8 (0) < 1%. Das in dieser Ar-
beit verwendete Alexa-ABT-325 war also nahezu vollstandigriészenzmarkiert. Dies
ermdglicht die Erkennung von allen Antikérpern und dererggaten bei den fluo-
reszenzmikroskopischen Messungen. Die Mehrfachmarkieder meisten Antikdrper
erschwert allerdings die Unterscheidung von Antikérperomeren und -dimeren durch
Uberlappung ihrer Fluoreszenzhelligkeit.

Da in dieser Arbeit mehrstiindige Fluoreszenzmessungdargeparen, musste sicherge-
stellt werden, dass Alexa-ABT-325 wahrend der Messdauét merklich bleichte. Ein
Vergleich der Absorptions- und Emissionsspektren zeafss sich Alexa-ABT-325 und
Alexa Fluof’ 532 in ihrem Fluoreszenzverhalten nur unwesentlich ucieisien. Die
Fotostabilitat des fluoreszenzmarkierten Antikérpersnkdaher durch Untersuchungen
mit Farbstoff Alexa FludP 532 beschrieben werden. Nach Bestrahlung des Farbstoffes
mit einem Festkorperlaser der Wellenlange BBtbei einer Leistung von 4018W lber
70min wurde ein Fotobleichen von 2,5% festgestellt. Da fur dierfsaenzmikrosko-

pischen Messungen ein Argon-lonen-Laser mit einer Weilegeg von 514m bei einer
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Leistung von 1,44W verwendet wurde, lasst sich das Fotobleichen unter diesdmBe
gungen durch Beriicksichtigung der Extinktionskoeffizianten Alexa FluoP 532 bei
514nmund 532mabschétzen. Im Ergebnis wurde eine geringe Abnahme derrpiiso
von 0,3% in 14,9, umgerechnet fir die benutzte Laserleistung vemu?, = 1,44uW,
festgestellt. Ein nennenswerter Einfluss auf lange flueregnikroskopische Messungen

durch ein Fotobleichen des Farbstoffanteils konnte dalsgeschlossen werden.

5.1.2.1 FCS

Die FCS ist eine etablierte fluoreszenzmikroskopische Mighdie u.a. auch die Aggre-
gation von fluoreszierenden Partikeln detektieren karwmegaich die Diffusionskoeffizi-
enten der Aggregate hinreichend, das heil3t um mindestensakeor 1,6, unterscheiden.
Daraus ergibt sich fur die entsprechenden Molekulargewieln Unterschied um den
Faktor von mindestens vier [107]. Da die Masse eines Dimersioppelt so grol3 ist wie
die des entsprechenden Monomers, kann die FCS unter Verwgredner klassischen
Autokorrelationsfunktion (ACF) nicht zum Nachweis von Dirae bei gleichzeitig Uber-
wiegend vorkommenden Monomeren eingesetzt werden.

Fur die Entwicklung einer neuen Auswertungsmethode, die ©nterscheidung von Mo-
nomer und Dimer ermdglicht, ist die Aufzeichnung von TTTRt&amit optimalen Pa-
rametern Voraussetzung, nicht zuletzt um beispielswesse\@rkommen eines gerin-
gen Anteils einer Teilchenspezies vor dem Hintergrund zekdieren. Daher wurde tber
einen Graufilter (OD=2) eine Laserleistung von 1,44 eingestellt, um einerseits Satti-
gungseffekte zu vermeiden (Abbildung 4.17) und anderesrbei groRtmaoglicher Anre-
gungsleistung eine maximale Helligkeit der einzelnenikartzu erzielen, was wiederum
das Photonenrauschen minimiert [125]. Bei einer Sattigwsgrairbstoffes steigt der Tri-
plettanteil, was eine deformierte Autokorrelationskuf&€C) zur Folge hat [104, 126].
Eine Sattigung des Detektors fuhrt, durch eine Verzerrueg ghul3férmigen Detekti-

onsvolumens, zu scheinbar langsameren Diffusionszeédt®rip7]. Das Partikelrauschen
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wurde durch eine lange Messzeit von deutlich mehr als taliaeher Dauer der Dif-
fusionszeitkonstante minimiert [125, 128]. Das Schraicden des Detektors wurde mit
300 Hz bestimmt, stellte aber einen zu vernachlassigenadeeilAon etwa 1% fur die
TTTR-Daten dar, die Uberwiegend mit einer Signalstarke \wra@0kH zaufgezeichnet
wurden.

Fir Alexa-ABT-325 wurde mittels FCS ein Diffusionskoeffiziaon 3,20x 1017 /s
bestimmt. Vergleichbare Diffusionskoeffizienten fiir huradgGs mit 3,89 10n?/s
[129] und 3,7-3,96¢< 10117 /s[130] wurden mittels ,Photon Correlation Spectroscopy*
und Elektrophorese gefunden. Der Diffusionskoeffizientfiils Alexa-ABT-325-B3Di-
mer wurde mit 2,30« 101 n?/sbestimmt. Ein sehr ahnlicher Wert von 2,810 n? /s

wurde bereits fur ein durch Lagerung entstandenes humg@eBimer publiziert [129].

5.1.2.2 PCH

Bei einer PCH Analyse kbnnen Monomere und Aggregate anhaedriolekularen Hel-
ligkeiten diskriminiert werden, sofern sich die Werte umesi Faktor von mindestens
zwei unterscheiden [77,81, 84, 131]. Dies konnte in diegdeA durch Simulation von
TTTR-Daten eines Monomer-Dimer-Antikérpergemisches immlyenverhaltnis 1:1 und
einer doppelten Helligkeit des Dimers im Vergleich zum Mo und anschlieRender
PCH Analyse bestatigt werden. Das entsprechende Photdrkistégramm konnte mit
einem Zweikomponenten-Modell und einer Monomer-Dimert&i&ng von 47,4% zu
52,6% gut und im Ergebnis richtig beschrieben werden. Dieltschnittliche Anzahl
der Fluoreszenzlabel von Alexa-ABT-325 betmwig 4,6 und lag poissonverteilt vor. Wie
schon fiir ein Ziege-Anti-Maus IgG Alexa FIli532 Konjugat mit verschiedenen La-
beleffizienzen gezeigt wurde, kann auch fir Alexa-ABT-328hhivon einem linearen
Zusammenhang zwischen Anzahl der Labeln und Fluoreszesgiemausgegangen wer-
den. Offenkundig wird eine maximale Fluoreszenzemisseircioca 3 Farbstoffmoleku-
len pro IgG detektiert [97]. Eine groRere Anzahl von Fartistolekulen fuhrt vermutlich

durch Quencheffekte zu einer Abnahme in der Fluoreszerszgoni. Die Hoffnung, dass
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sich aus diesem Umstand fur Alexa-ABT-325 nur eine Kompanemt mittlerer mole-
kularer Helligkeit ergeben kénnte, die sich dann vom eetsipenden Dimer mittels PCH
unterscheiden liel3e, wurde nicht erftllt. Die Verteilurgy éFluoreszenzemissionen fur
Alexa-ABT-325 konnte nicht mit einem Einkomponenten-Madsbndern nur mit einem
Zweikomponenten-Modell bzw. dartiber hinaus mit mehreremponenten hinreichend
beschrieben werden. Fur ein Monomer-Dimer-Gemisch voraAeBT-325 ist daher ei-
ne groRere Anzahl von Komponenten zu erwarten, deren digéeiuordnung aufgrund
sich Uberschneidender Helligkeiten nicht mdglich ist unk eweifelsfreie Unterschei-

dung zwischen Monomer und Dimer deshalb nicht zulasst.

5.1.2.3 Einzelereigniserkennung

Die Einzelereigniserkennung kann neben der Verteilund=geignisliangen und Fluores-
zenzemissionen wie in FCS und PCH auch die Ereignishellighaintersuchen. Unter
der Ereignishelligkeit wird der Quotient aus den Zahlingaul pro Ereignis und der kor-
respondierenden Ereignislange verstanden. Bei der Utausg der Verteilung der Er-
eignislangen und Fluoreszenzemissionen sind die FCS und BCEzelereigniserken-
nung Uberlegen, da sie einen gréfl3eren Konzentrationshesbdecken und auch Mes-
sungen mit mehr als einem Teilchen im Fokus auswerten koriviehrere Partikel im
Fokus haben zudem den Vorteil, das Partikelrauschen zumaren und daher kurze-
re Messzeiten im FCS und PCH Experiment zu ermdglichen. Aefdetthben die FCS
und PCH nicht das Problem, einzelne Ereignisse vom Hintadyauschen trennen zu
mussen. Bei der Einzelereigniserkennung lag das Hauptengg&rauf der Detektion von
Ereignishelligkeiten, was voraussetzte, dass nur Zahiisgpvon einem Ereignis pro Bin
erfasst wurden. Mehrere Partikel pro Bin verhinderten ddieBestimmung von Ereig-
nishelligkeiten und mussten im Experiment durch entsgredl Verdinnung der Probe
vermieden werden. Unter Einhaltung dieser Bedingungend®nmt der Einzelereignis-
erkennung auch gréRere Aggregate erfasst werden, die im k@Sient zu komplexen

ACCs fuhren und mit ACFs nicht mehr ausgewertet werden kénmetied PCH kommt
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ein vergleichbarer Effekt zum Tragen. Ein stetiger Abfallder Verteilung der Wahr-
scheinlichkeit, mit der ein Bin mit steigenden Zahlimpulsemkommt, wird durch die
Anwesenheit grol3er und heller Aggregate aufgehoben, wasAgiswertung meist un-
maoglich macht. Die Einzelereigniserkennung ist ideal figrAluswertung von Daten aus
Messungen mit grof3en Aggregaten, die weder mit FCS noch PCléwaastet werden
kénnen. Dabei gibt es fur die Einzelereigniserkennungek€bergrenze fur die Aggre-
gatgrol3e und Helligkeit, mit der die Auswertung durchgefiNerden kann.

In dieser Arbeit wurden die Ereignisse mit zwei Schwellertere vom Hintergrundrau-
schen getrennt. Allerdings war die Wahl der Schwellenwbdeden Alexa-ABT-325
Messungen problematisch, da die Verteilung der Label uadidh daraus ergebende Ver-
teilung der stochastischen Fluoreszenzemissionen kieinere Parametrisierung zur Un-
terscheidung von Monomeren und Dimeren zulie3en. Bei einenoken oberen Schwel-
lenwert wurden Ereignisse mit einer zu niedrigen Ereigeligikeit nicht erkannt, son-
dern dem Hintergrundrauschen zugerechnet. Bei einem zwnhotteren Schwellenwert
wurden Ereignisse falschlicherweise als mehrere Tegarsse erfasst und ausgewertet.
Die beschriebenen experimentellen Schwierigkeiten nelditen letztlich eine zweifels-
freie Unterscheidung von Alexa-ABT-325 Monomeren und Diemeund somit auch de-

ren quantitative Bestimmung.

5.1.2.4 Weitere fluoreszenzbasierte Methoden

Neben den in dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzmikpiskben Techniken gibt es
noch weitere Methoden, die unterschiedliche Komponentegirier Probe differenzie-
ren kénnen. Eine Unterscheidung von Monomeren und Dimenéarad zweier unter-
schiedlich farbig markierter Proben ist z.B. mit der Kreuzktationsspektroskopie (FC-
CS) [132, 133], mit dem Forster-Resonanzenergietransfer TFiRE34] oder mit der

Zweifarben-PCH [135] moglich. Die 2D FIDA ermoglicht nichimdie Unterscheidung
von Antikorpern, die mit unterschiedlich fluoreszenzmartén Antigenen interagieren,

sondern kann auch Antikbrper mit einem oder zwei gebund#uereszenten Antigenen
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diskriminieren. Zwei Teilchenspezies mit Fluoreszerztoffen, die ein unterschiedli-
ches Abklingverhalten haben, kann man mit der zeitaufgehdsSCS unterscheiden [136].
Die FCA (Fluorescence Cumulant Analysis) ist eine Methodewde die PCH Teilchen-

spezies mit verschiedenen Helligkeiten, wie z.B. CoumarthRinodamin, unterscheiden
kann [131].

Die PAID (Photon Arrival-Time Interval Distribution) istiree Auswertungsmethode fur
fluoreszenzmikroskopische Daten, die nicht nur zwei veestdnfarbige Teilchenarten,
sondern auch Teilchen mit ein oder zwei Fluoreszenzlabaterscheiden kann, wie es
fur Cy3 bzw. Cy5 markierte DNS Proben gezeigt wurde. Sie blaaigrder Beobach-

tung der Zeitintervalle zwischen den Photonen anstatt aof ddhlen von Photonen in
Bins [137].

Ein Dimernachweis mittels FCS kann tber die Beobachtung desr€$zenzléschung,
z.B. bei der Dimerisierung des Oxazin Fluorophores MR121clyssen [138]. Eine wei-

terer Methode fur den Dimernachweis mittels FCS ist die Belatoag der Verdopplung

der Teilchenzahl bei der Dissoziation von Dimeren, wie digsPLA, (Phospholipase

A») Dimere auLrotalus atroxSchlangengift gezeigt wurde [139].

Obgleich eine Vielzahl fluoreszenzmikroskopischer Telodmietabliert sind, ist es bis-
lang nicht moglich, die Bildung fluoreszierender Dimere meen frihen Zeitpunkt von

kleiner 5% quantitativ zu erfassen. Um dieses Ziel zu enesi¢ war die Entwicklung

einer neuen fluoreszenzbasierten Methode notwendig undewmit der vorliegenden

Arbeit wie folgt realisiert.
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5.2 Eine neue Methode fiir die ACC Auswertung

Bei der neuen Auswertungsmethode fir Fluoreszensfluktetiovurden die TTTR-Dat-
en autokorreliert und der hintere Bereich vonghis 1sder ACC untersucht. Dazu wurde
die ACC mit einer Zweikomponenten ACF gefittet, wobei der ev8emdepunkirp, mit

der Diffusionszeitkonstante des Alexa-ABT-325 Monomensstant gehalten wurde. Der
zweite Wendepunktp, wurde in diesem Bereich auf 100 logarithmisch verteilte @/ert
fixiert. Die sich ergebenden Anteile der zweiten Komponéii(ta,,) wurden gegenp,
aufgetragen und mit einer Potenzfunktion (Formel 4.1) besben, deren ¢ Wert propor-
tional zum Dimeranteil ist. Betrachtet man die Abweichundgesser Anpassung an die
gemessenen Werte, so sind diese vernachlassigbar kleirigbeich zu den Standard-
abweichungen der Fluoreszenzfluktuationsmessungen. is&anZmenhang zwischen ¢
Werten und Dimeranteil wurde mit simulierten DatensatzenBereich von 0,5% bis
10% untersucht. Die grafische Darstellung ergab eine Katkurve, deren Form sich
nicht durch eine einfache, z.B. lineare oder exponentiEllmktion beschreiben lief3. Im
Bereich der ¢ Werte fir Dimeranteite 6% war der Einfluss des Hintergrundrauschens
so grof3, dass sich die Krimmung dgftp2) Kurve nur schlecht mit einer Potenzfunk-
tion beschreiben lasst und sich nicht, wie theoretisch getydinear mit der Zunahme
des Dimeranteils verandef(1p2) Kurven mit hoheren Dimeranteilen entsprechen der
Krimmung der Potenzfunktion und verhalten sich, bei einerabme des Dimeranteils,
wie theoretisch erwartet, d.h. ein linearer Anstieg deseAsider zweiten Komponente
korreliert linear mit dem Anstieg des ¢ Wertes. In wie we# #ialibrierkurve den Zu-
sammenhang zwischen ¢ Werten und Dimeranteil richtig begahwurde anhand rea-
ler Proben Uberprift, bei denen gezielt unterschiedlichieide von Antikérperdimeren
erzeugt wurden. Hierfur wurde ein kommerziell erhaltlistiioreszenzmarkiertes 1gG
(Ziege-Anti-Maus Alexa Fludt 532 IgG) eingesetzt, welches in Kontrollmessungen und
nach Auswertung Uber den ¢ Wert bereits einen Dimerantal4/63+ 0,42% zeigte.
Da ein vergleichbarer Dimeranteil von Hawe et al. mittelidHduss-Fraktionierung in

nicht gestressten monoklonalen IgGs gefunden wurde, kagearmmmen werden, dass
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5 Diskussion

sich trotz vorsichtiger Lagerung eine Dimerisierung vo@sgnicht vermeiden lasst [40].
Durch Zugabe unterschiedlicher Mengen eines ungelablgi@sn(Hase-Anti-Ziege 1gG),
das gegen den Fc-Teil des fluoreszenzmarkierten IgGs ¢giriwiar, wurden zusatzlich
0,97 %, 1,94% und 2,91 % Dimere (Stoffmengenverhaltnisjeifezrzeugt. Die Auswer-
tung der entsprechenden ACCs ergaben zusatzlich erzeugterdditaile von 0,69 %,
1,77% und 2,62%. Die Abweichung zwischen theoretischemgemessenem Dime-
ranteil betrug 0,28%, 0,17 % bzw. 0,29% und lag innerhaltSdendardabweichung des
Gesamtdimeranteils der jeweils gespikten Proben. Eindiam@gUrsache fur die zu nied-
rige Wiederfindung im gespikten Dimeranteil konnte die hiabllstandige Bindung des
Hase-Anti-Ziege IgGs an das Ziege-Anti-Maus Alexa Fu&32 IgG sein. Obgleich
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die durch Sionugginerierte Kalibrierkur-
ve ebenfalls zu Abweichungen in der Bestimmung von Dimeraeraten Proben flhrte,
zeigten die durchgefuhrten Kontrollexperimente, dassdertneu entwickelten Auswer-
tungsmethode eine Dimerisierung von IgGs zu einem frihetpuiekt erkannt werden
konnte. Fur die Bestimmung des Dimeranteils in realen Protale daher die Kali-
brierkurve genutzt.

Bei der Untersuchung der Dimeranteile nach Lagerung wurddéya bei £C gelager-
tem Alexa-ABT-325 fur die ersten drei Messtage 4,5% Dimeziaigiefunden und erst
an Tag sieben ein signifikantép < 0,05) Anstieg auf 6,2% festgestellt, wobei die bei
-80°C gelagerten Kontrollproben einen Dimeranteil von 478,57 % hatten.

Die Auswertung der bei 5GC gelagerten Proben fuhrte bereits nach Tag eins zu ¢ Wer-
ten, die weit aul3erhalb des kalibrierten Bereiches lageni3&und zugleich breite Peaks
in den Fluoreszenzintensitatsspuren von FCS ExperimeraibarhAggregate erkennen
lassen, die deutlich grosser als Dimere waren. Ahnlicheslenuon Mabhler et al. fir bei
40°C gelagertes IgG diskutiert [109]. Fur 1gGs, die bei hoheFemperaturen gelagert
wurden, stellte sich daher nicht die Frage einer Dimetrisigr da unter derartigen Bedin-
gungen die sofortige Bildung grof3er Aggregate zu erwartan wa

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde die Auffassung etein, dass eine eindeutige
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5.2 Eine neue Methode ftir die ACC Auswertung

Unterscheidung von AntikGrpermonomeren und -dimeren irmmiSeh mittels fluores-
zensmikroskopischer Methoden nicht mdglich sei. Als GEimdirden insbesondere zu
geringe Unterschiede im Diffusionsverhalten und in derligletit angefiihrt. Die hier
neu beschriebene Auswertungsmethode basiert auf der genagn ACCs und eroffnet
die Moglichkeit, eine Dimerisierung von IgGs zu einem fridh&eitpunkt zweifelsfrei
zu detektieren. Unter der Vorraussetzung, dass die Flpenesarkierung das Aggre-
gationsverhalten von IgGs nicht beeinflusst, kann nunmehdem neu entwickeltem
Verfahren die Dimerisierung von pharmazeutisch eingésetigG Praparaten und so-
mit deren Stabilitat bzw. Aktivitat zeitabh&ngig untersuwerden. Moégliche zukinftige
Optimierungen, die die Empfindlichkeit der neuen Auswegmethode eventuell weiter

erhdhen konnen, sind in Kapitel 5.3 beschrieben.
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5 Diskussion

5.3 Ausblick

Mit der neuen Auswertungsmethode konnen anhand von Auteliationskurven IgG Di-
mere frihzeitig und in einem ungulnstigen Verhaltnis vorinde 5% neben IgG Mo-
nomeren quantitativ erfasst werden, allerdings sind nogtin@erungen vorstellbar. Ein
fluoreszenzmikroskopisches Setup mit geringerem Hintedpauschen< 300Hz) er-
maoglicht die Verwendung einer optimierten Kalibrierkurda die Krimmung def (1p2)
Kurven auch noch bei Dimeranteilen ven6 % mit der Potenzfunktion beschrieben wer-
den kann. Die Intensitatsverteilung im Fokus wurde bei datigeser Arbeit durchgefuhr-
ten Simulationen wie auch bei den meisten ACFs der FCS als tapdiférmig ange-
nommen [102]. Eine dem realen Fokus besser angenahertedéoimensitatsverteilung
in den Simulationen kdénnte eventuell zu einer besseremKatkurve fiihren [140]. Auch
kénnte man versuchen, die zweiten Antétlérp,) Ubertp, mit einer anderen Funktion
zu beschreiben, die sich besser an die gemessenen Datdreaniést.

Die Verwendung eines Multiphotonenmikroskops fiihrt zueaeinbesser definierten Fo-
kus, da die Anregung der Fluorophore nur im Fokus stattfinddtdieser scharfere Kon-
turen als der Fokus der Einphotonenmikroskopie aufweist.die in dieser Arbeit neu
entwickelte Auswertungsmethode, die sich insbesonder&ignisse zwischen 0sl
und 1sin der ACC stlitzt, kdnnte der Einsatz eines Multiphotonemaskops mit gerin-
gerem Hintergrundsignal zu deutlich weniger verrauscAte@s fiihren, was die Qualitat
der Korrelation zwischen ¢ Wert und Dimeranteil verbesseitte.

Die vorliegenden Befunde lassen vermuten, dass nicht nuDidierisierung von Anti-
kdrpern, sondern auch von anderen Molekilen in Losung grimsrden kann. Ob die
neue Auswertungsmethode fur ACCs sich auch auf komplexenefimente Systeme mit
Monomer- und Dimerkomponenten wie z.B. die Dimerisierung Rezeptoren in der

Plasmamembran tbertragen l&sst, bleibt abzuwarten.
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6 Anhang

6.1 Weitere Formeln, die den Verlauf des zweiten
Anteils beschreiben

Bei der neuen Auswertungsmethode fur Autokorrelationskurven tesgih bei dem Zweikom-
ponentenfit ein zweiter Antelf (7p,) in Abhangigkeit von dem zweiten Wendepurtgt,. Der
Zusammenhang zwischéi(1p,) und 1p, kann auch mit folgenden Formeln beschrieben werden
(Formeln 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 6.6, 6.7 und 6.8).

Bei den gezeigten Formeln iBt(1p,) die Fraktion des zweiten Anteilsp, der zweite Wende-
punkt, T, ein Intervall flr die Korrelationen der zeitlichen Fluoreszenzfluktuatipmg; grofldtes
Intervall flr die Korrelationen der zeitlichen Fluoreszenzfluktuationeder Exponenta, eine
Variable fur die Multiplikation der Amplitudenwerte urgkine Variable fur die Addition zu den
Amplitudenwerten.

Trigonometrische Funktionen

F(tp,) = a-tani1p,/1) (6.1)
F(tp,) = —tanh(1p,/T) +S (6.2)
F(1p,) =a- tanh(—w) +ap- tanh<—TDz_Tt°t> (6.3)
T, 2

Exponentalfunktionen
F(1p,) =a-Tp, + (1—e*TD2/T> +s (6.4)
F(tp,) =aTp, + ((1— e*TDz/H) - (1— e‘TDz/T2)> +s (6.5)

Potenzfunktionen
F(Tp,) = 7612.%2 (6.6)
a

F(TDz) = m (67)
F(to,) = a1 T +az- (s—Ig(1p,))° (6.8)
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