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Tumor-Nekrose-Faktor-a ist ein pluripotentes Zytokin mit antitumoralen, immun-
modulatorischen, proinflammatorischen und metabolischen Wirkungen. 1hm kommt als
endogenem Pyrogen eine wichtige Rolle bel Infektionen, Autoimmunerkrankungen und auch
allogenen Organtransplantationen zu. Die Messung von TNFa-Spiegeln kann zum Beispiel
beim septischen Schock, der zerebralen Maaria, der rheumatoiden Arthritis, der chronisch
entzindlichen Darmerkrankung Morbus Crohn und nach Organtransplantationen Aufschluf3
Uber Prognose und Krankheitsverlauf geben und wertvolle Hilfe bei Diagnosestellung sowie bel
der Festlegung und Uberwachung der Therapie sein. Bei der Messung in biologischen Proben
gibt es jedoch diskrepante Ergebnisse. Unser Ziel war es, unter der Verwendung eines neuen
monoklonalen Antikorpers einen Test zur Messung von TNFa zu etablieren und das TNFa-
Testsystem auf mogliche Storeinfliisse zu untersuchen.

Von den hergestellten monoklonalen Antikdrpern gegen TNFa erwies sich nur der Klon
TNF G1 als dauerhaft stabil. Bel TNF G1 handelt es sich um einen hochaffinen Antikorper der
Klasse 1gG1-k. Er ist in der Lage, im biologischen Assay die zytotoxische Wirkung von TNFa
zu neutraliseren und erkennt im Vergleich mit den getesteten monoklonalen Antikdrpern ein
neues Epitop. Bei der Antigenbindung von TNF G1 kommt es zu Interferenzen mit der TNF-
Rezeptor-Bindungsstelle.  Theoretische Betrachtungen legen den Schlul? nahe, daf3 die
TNF G1-Bindungstelle an der Basis des TNFa-Molekiils gelegen ist und eine Uberlappung mit
der Bindungsstelle fir TNF-Rezeptoren aufweist.

Mit TNF G1 as Beschichtungsantikbrper wurde ein ELISA zur Messung von TNFa
entwickelt. Als Nachweisantikbrper setzten wir den kommerziell vertriebenen Peroxidase-
markierten monoklonalen Antikdrper des Klons 195 ein. Dieser erkennt ein anderes TNFa-
Epitop as TNF G1 ist jedoch ebenfals fahig, die biologische Wirkung von TNFa zu
neutraliseren. Die untere Nachweisgrenze des Tests ist mit 10 pg/ml vergleichbar mit der
kauflicher Testsysteme. Dies trifft auch fir weitere Kriterien wie Testspezifitét, Testsensitivitat
und Prézision zu.

Um die Vergleichbarkeit von TNFa-Testergebnissen zu objektivieren, wurden die TNFa-
Werte in Seren von Patienten und Kontrollpersonen parallel mit dem in der vorliegenden Arbeit
etablierten ELISA und vier weiteren kommerziellen TNFa-Tests bestimmt. Die Ergebnisse
wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Rangsummen-Tests untereinander verglichen. Dabei kam esin
6 von 10 Vergleichsféllen zu signifikanten Unterschieden der bestimmten TNFa-Werte.



Bel alen Assays, die miteinander verglichen wurden, handelte es sich um Enzymimmunoassays
die unterschiedliche Antikorperkombinationen einsetzen und damit andere TNFa-Epitope
erkennen. Durch eine weitere Versuchsanordnung zeigte sich, dal3 die Epitopvielfalt
mitverantwortlich fir diskrepante Mef3ergebnisse gemacht werden kann. Eine ebenfalls
wichtige Rolle spielen Faktoren in biologischen Materidien, die bei immunologischen Tests die
Antigenerkennung beeinflussen. Hier sind Autoantikdrper und |6siche TNF-Rezeptoren zu
nennen, die durch Interferenz am erkannten Epitop zu falsch niedrigen Messungen fihren
koénnen. Andererseits kann deren Bindung an TNFa auch eine biologische Inaktivierung zur
Folge haben, obwohl das Protein immunologisch noch erkannt wird. Die Testergebnisse
werden auch durch unmittelbare Verdnderungen von TNFa, wie die Depolymerisierung des
natirlich vorkommenden Trimers, Denaturierung und proteolytische Fragmentation,
beeinfluf3t.

Durch die gleichzeitige Durchfihrung von Bio- und Immunoassays sowie die
Parallelbestimmung von TNF-Rezeptoren 1&3t sich der Einflud von Inhibitoren und
funktionellen Veranderungen am TNFa-Molekil besser beurteilen. Wegen der geringen
Korrelation der TNFa-Mef3werte unterschiedlicher Assays sollte innerhalb einer Mefdreihe
oder Studie immer das gleiche Testsystem verwandt werden. Mit dem Wissen um die Einfluf3-
und Storfaktoren bei der TNFa-Bestimmung im Allgemeinen und der Kenntnis um die
BeeinfluBbarkeit des eigenen Tests im Speziellen kann so dennoch eine sinnvolle TNFa-
Messung durchgefihrt werden.



