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Zusammenfassung

Aspergillus-Spezies sind ubiquitar vorkommende Schimmelpilze. Bei immunsupprimier-
ten Patienten wie Leukdamie- und Transplantationspatienten verursachen Aspergillus-
Spezies opportunistische Infektionen mit héufig letalem Ausgang. Die Diagnostik dieser
Erkrankung beschrankt sich aktuell auf einen Aspergillus-Antigennachweis, molekular-
biologische Diagnosemethoden und bildgebende Verfahren. Alle Methoden haben aller-
dings eine jeweils ungentigende diagnostische Sensitivitat und/oder Spezifitiat. Zudem
sind molekularbiologische Nachweismethoden durchgéngig sehr aufwéndige Verfahren
mit noch mangelnder Standardisierung und daher in der Verbreitung auf wenige spezia-
lisierte Laboratorien beschrankt.

Ziel des durch die Deutsche José-Carreras-Leukiamiestiftung geférderten Projektes!
war die Entwicklung und Validierung einer neuen, massenspektrometrie-basierten Dia-
gnosestrategie, welche die Fritherkennung von invasiven Aspergillus-Infektionen aus Se-
rumproben von Hochrisikopatienten mit verbesserter diagnostischer Sensitivitdt und
Spezifitdt ermoglichen soll. Der unmittelbare diagnostische Einsatz von massenspektro-
metrie-basierten Profiling-Untersuchungen ist aufgrund hoher praanalytischer Varianz
und grofier Abundanzunterschiede in der Proteinzusammensetzung von klinischem Pro-
benmaterial bisher nicht moglich. Durch Reporter-Peptid-Spiking (RPS) kénnen bishe-
rige Limitierungen des MS-basierten Profiling iiberwunden werden. Grundlage des zu
entwickelnden Verfahrens ist die Spaltung von Peptidsubstraten durch krankheitsasso-
ziierte Proteasen in einer klinischen Probe wie etwa Serum. Proteasen spielen bei der
Pathogenese vieler Erkrankungen, spezifisch auch bei der Entwicklung einer invasiven
Aspergillose, eine entscheidende Rolle.

Die sezernierten Proteasen des Aspergillus fumigatus wurden wéihrend dieser Arbeit
direkt durch massenspektrometrische Proteomanalyse und indirekt durch funktionelle
Untersuchungen charakterisiert. Fiir die direkte Charakterisierung der Proteasen wur-
de der Kulturiiberstand mittels tragerloser Elektrophorese (FFE) getrennt. Anschlie-
Bend wurde die Proteaseaktivitdt in den erhaltenen Fraktionen mit fluoreszenzmarkier-

ten Peptiden bestimmt. Die hochste Proteaseaktivitat wurde in Fraktionen des sauren
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pH-Bereiches detektiert. Parallel dazu wurden die Assays mit verschiedenen Proteasein-
hibitoren durchgefiihrt. Die Ergebnisse des Inhibierungsmusters wiesen deutlich darauf
hin, dass vorwiegend Metallo- und Serinproteasen die verwendeten Peptide abbauen. Die
Fraktionen wurden einem tryptischen Verdau unterzogen und per LC-MS/MS Analyse
untersucht. Die Identifizierung der im Kulturiiberstand enthaltenen Proteine resultierte
in der Detektion von vier Proteasen unter zahlreichen anderen Aspergillus-spezifischen
Proteinen und Enzymen.

Die systematische Substratsuche begann in silico in Substratbibliotheken wie Me-
rops [69] und Publikationen. Aus einer Vielzahl von synthetisierten Peptidsubstraten
konnten fiinf Substrate selektiert und fiir einen Proteaseassay mit massenspektrometri-
scher Detektion etabliert werden. Diese Substrate wurden spezifisch durch Aspergillus
fumigatus abgebaut. Die Peptidfragmente wurden nach der Inkubation seriell mittels
Affinitdtschromatografie aufgereinigt und mit einem MALDI-TOF-Massenspektrometer
gemessen. Der Assay wurde in einer umfangreichen Studie mit Patientenproben an-
gewendet. Dabei wurden Proben von gesicherten Aspergillose-Féllen verwendet, sowie
weitere Proben von Hochrisikopatienten. Die Sensitivitat bzw. Spezifitdt des Assays be-
trug 41-81% bzw. 57-85% und war damit dem konventionellen Galaktomannan-Test in
Bezug auf die Sensitivitét fiir die verwendeten Modelle iiberlegen (27 bzw. 36 % Sensiti-
vitat). Das Methodenprinzip (,,proof-of-principle*) konnte mit den Messungen bewiesen
werden. Dennoch gilt es die Spezifitat und Sensitivitét zu verbessern, wie z. B. durch den
Einsatz von komplexen randomisiertem Peptidbibliotheken oder durch weitere Modifi-
kationen an den Schnittstellen der Peptide. Daraus kann dann ein Reporterpeptidmix
aus mehreren Substraten (Multiplex-Ansatz) als Screening genutzt werden.

Alternativ zur Massenspektrometrie wurde mittels Fluoreszenzkreuzkorrelationsspek-
troskopie versucht, ein weiteres Testsystem zur Signaldetektion von Proteaseaktivitit zu
etablieren. Dazu wurde ein Substrat aus den benutzten fiinf massenspektrometrischen
Substraten ausgewahlt, und fiir diese Methode modifiziert. Eine Differenzierung durch
den Diffusionskoeffizienten war nur bedingt moéglich. Durch weitere Optimierung des
Reporterpeptidformates und dem Einsatz von Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektrosko-
pie sollte es moglich sein, die diagnostische Leistungsfahigkeit des funktionellen Protease

Profilings weiter zu verbessern.



Abstract

Aspergillus species are ubiquitous saprophytic fungi. Immunsupprimised patients like
leukemia- and transplantation patients Aspergillus species causes opportunistic infec-
tions with fatal outcome. Early diagnosis of life-threatening invasive aspergillosis (IA)
in neutropenic patients remains challenging because current laboratory methods like
Aspergillus-antigen detection, molecular biology methods or imaging have limited di-
agnostic sensitivity and/or specificity. Novel molecular detection is promising, but a
routine examination has not been established yet, because of their complex procedure.

The aim of this project was the development and validation of a new method based on
mass spectrometry for early diagnosis with improved sensitivity and specificity. Directly
mass spectrometry based profiling investigations are not possible because the clinical
sample material differs too much in its abundance of the protein composition and their
high preanalytical variance. The previous limitation of mass spectrometry based pro-
filing can be resolved by Reporter-Peptid-Spiking (RPS). The technique bases on the
cleavage of small peptides by disease-associated proteases in clinical samples like serum.

Proteases play a major role during pathogenesis of several diseases such as invasive
Aspergillosis. During this work the proteases secreted by Aspergillus fumigatus were
detected directly by mass spectrometric proteome analysis and indirectly by a func-
tional assay. For the direct characterization and identification of secreted proteases,
the culture supernatant of Aspergillus fumigatus was fractionated using Free Flow Elec-
trophoresis (Becton Dickinson). Protease activity of separated fractions was measured
using fluorescently-labeled reporter peptides. Fractions were also co-incubated in par-
allel with various protease inhibitors. Those fractions with high protease activity were
further subjected to LC-MS/MS analysis for protease identification. The highest pro-
tease activity was measured in fractions with an acidic pH range. The results of the
‘inhibitor-panel’ gave a clear indication, that mainly metallo- and serine-proteases are
involved in the degradation of reporter peptides. All fractions were digested with Trypsin
and analyzed with LC-MS/MS. Furthermore four proteases could be identified among

numerous Aspergillus specific proteins and enzymes.



The systematic search for substrates from peptide libraries began with a review of
Merops data base [69] and papers and ended with the establishment of an mass spectro-
metric assay with five peptides, which cleaved by Aspergillus fumigatus specifically. The
sample preparation was carried out by a two step protocol and measured with a MALDI-
TOF mass spectrometer. A clinical trial was performed with samples of patients with
the five substrates assay. Samples which presents proven Aspergillosis cases as well as
samples of high risk patients were used. The sensitivity of the assay was found between
41-81% and the specificity between 53-85%. The conventionel Galactomannan assay was
less sensitive in the used models (27 and 36 % sensitivity). The "‘proof-of-principle"” was
demonstrated. However diagnostic specificity and sensitivity have to be improved for
instance with the application of extensive and randomized libraries of peptides. After
improvement the reporter-peptide-mix with different substrates can be used as disease
classification (multiplexing approach).

The third part of this work was an attempt to establish another protease assay with
fluorescence correlation spectroscopy alternatively to mass spectrometry. One peptide of
the previous mass spectrometric substrates was chosen and modified with fluorophores.
A differentiation by the determination of diffusion coefficients was not successful because
of similar peptide fragments in the samples. The reporter peptide has to be optimized.
Additionally the application of fluorescence cross correlation spectroscopy should im-

prove the assay to avoid the enormous calculation efforts.
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1 Einleitung

1.1 Aspergillus fumigatus

Aspergillen sind ubiquitdr vorkommende Schimmelpilze. Die Klassifikation der Asper-
gillen erfolgt iiber die Art ihrer Fortpflanzung. Sich sexuell fortpflanzende Aspergillen
gehoren zu der Klasse der Schlauchpilze (Ascomyceten). Zu den Fadenpilzen (Hypo-
myceten) zahlen die Aspergillen, welche sich asexuell tiber Konidiosporen (Konidien)
fortpflanzen.
Aspergillus fumigatus ist ein sich asexuell fortpflanzender Schimmelpilz (fungi imperfecti)
mit einer hohen Thermotoleranz. Er wéchst bei bis zu 55 °C und seine Konidien tiberle-
ben noch bei 70 °C. Sein Name leitet sich vom lateinischen ,fumus® - der Rauch ab, da
die Konidien sichtbar griingrau bis fast schwarz gefarbt sind und sich einer Rauchwolke
ahnlich in der Umgebung ausbreiten konnen. Die Konidien besitzen einen Durchmesser
von ca. 2-3 um und konnen von den Konidiophoren zu Tausenden gebildet werden.
Charakteristisch fir den Aspergillus fumigatus ist das runde Képfchen der Konidiophore
(Konidiophorenvesikel) mit den Phialiden, an denen die gefarbten Konidien perlenket-
tenartig gebildet werden [68], vergleiche Abbildung 1.1.

Aufgrund der geringen Grofle der Konidien und ihrer starken Verbreitung werden diese

leicht eingeatmet und gelangen so zu den Lungenalveolen von Mensch und Tier [62].

1.2 Die humanmedizinische Bedeutung des Aspergillus

fumigatus

1.2.1 Aspergillus-assoziierte Erkrankungen

Unter Aspergillose versteht man allgemein eine Erkrankung, welche durch Aspergillus-

Spezies verursacht wird. Diese humanpathogenen Aspergillus-Vertreter sind Aspergillus
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Morphologie des Aspergillus fumigatus [74]

fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus und Aspergillus ni-
dulans. Je nach Erkrankung werden 70 — 90% der Aspergillus-assoziierten Krankheiten
von Aspergillus fumigatus verursacht [62]. Aspergillosen variieren von lokaler Besiedlung
an Haut und Schleimhéuten z.B. das Aspergilloma, iiber allergische Reaktionen z.B. die
allergische bronchopulmonare Aspergillose (ABPA), bis hin zu lebensbedrohlichen sys-
temischen Infektionen wie z.B. die invasive Aspergillose. Das Krankheitsbild ist stark
abhangig vom gesundheitlichen Zustand des Patienten.

Die wichtigste Abwehr gegen eine Besiedelung durch Asp. fumigatus ist die unspezifi-
sche bzw. natiirliche Immunitat. Neutrophile Granulozyten und Makrophagen repréasen-
tieren die ersten zwei Verteidigungslinien des Korpers. Insbesondere die Makrophagen
toten inhalierte Konidien ab und verdauen sie. Neutrophile Granulozyten und Monozy-
ten beseitigen Hyphen (fadenférmige Zellen).

Allergische und nicht-invasive Erkrankung kénnen auch bei immunkompetenten Men-
schen auftreten. Die lebensbedrohliche Erkrankung, die invasive Aspergillose (IA), tritt
hingegen nur bei immunkompromittierten Patienten auf. Die invasive Aspergillose soll

im folgenden Kapitel ausfiihrlicher erortert werden.

1.2.2 Invasive Aspergillose

Die invasive Aspergillose (IA) ist die klinisch bedeutsamste Infektion, die durch Aspergil-
lus-Spezies. verursacht wird. Uberwiegend erkranken Patienten mit HIV-Infektionen, Pa-

tienten mit einer Organtransplantationen sowie Patienten mit angeborenen oder erwor-
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benen Immundefekten (z.B. nach Langzeit-Steroidbehandlung). Wahrend der Behand-
lung von Organ- und Stammzelltransplantationen werden Immunsuppressiva eingesetzt.
Das hochste Risiko, an IA zu erkranken, haben Patienten mit Neutropenie!, wie sie nach
intensiver zytotoxischer? Chemotherapie eintritt, die beispielsweise Leukimie-Patienten
wahrend der Therapie oder nach einer allogenen® Knochenmarks- oder Stammzellen-
transplantation erhalten. Stammzelltransplantationen werden vor allem als Therapie-
mafinahme bei akuter Leukdmie durchgefiihrt. Diese hédmato-onkologischen Patienten
werden im weiteren Verlauf der Arbeit als Hochrisikopatienten bezeichnet.

Die ersten Félle von invasiver Aspergillose bei immunsupprimierten Patienten wurden
1953 bekannt [66]. Durch die wachsende Anwendung von Knochenmarks- bzw. Stamm-
zelltransplantationen bei Leukadmiepatienten ist die Anzahl der Neuerkrankungen von
systemischen Mykosen allein in den Neunziger Jahren um 20% gestiegen [19]. Die Mor-
talitat bei [A ist sehr hoch. So sterben etwa die Hélfte der mit Knochenmarkstransplan-
tationen behandelten Leukédmie-Patienten. Bei HIV-Infektion und IA sterben weit iiber
75% der betroffenen Patienten, sieche Abbildung 1.2. Die Sterblichkeitsrate bei organ-

transplantierten Patienten ist mit mehr als 60% ebenfalls sehr hoch [43].

1.3 Diagnostik der invasiven Aspergillose

Das Erstellen einer definitiven Diagnose bei invasiven Mykosen ist schwierig. Es exis-
tiert keine Einzelmethode, die sensitiv und spezifisch genug ist, um eine IA sicher zu
diagnostizieren. Der Befund wird aus mehreren Einzeluntersuchungen und deren Aus-
wertung in Bezug auf das spezielle Risiko und die Symptome des Patienten erstellt. Es
werden radiologische Aufnahmen der Lunge, mikrobiologische Untersuchungen von Blut,
Sputum oder BAL-Proben (BAL = bronchoalveolire Lavage)?, sowie histologische, se-
rologische und molekularbiologische Methoden durchgefiihrt. Die genannten Methoden

weisen aber verschiedenste Nachteile auf. So ist das konventionelle Rontgenbild der Lun-

Verminderung der neutrophilen Granulozyten (Granulozyten sind weie Blutkérperchen; neutrophil
bezieht sich auf das Farbeverhalten, die Blutkérperchen kénnen weder durch basisch noch durch
saure Farbstoffe angeférbt werden)

2zellschidigend

3Das transplantierte Gewebe stammt von einem Spender, um mégliche AbstoBreaktion zu vermeiden,
werden dem Empfanger Immunsupressiva verabreicht

4aus dem Lateinischen: bronchus fiir ,Bronchie“, alveole fiir ,Lungenblischen“ und lavare fiir ,wa-
schen® Dies bezeichnet eine Spiilung der Lunge mit steriler NaCl-Lésung zur Entnahme von Sekret
fiir diagnostische Untersuchungen.

22



100

90 -
— 80 T
>
o 70
S 60
2
‘® 50
=
5 40 -
S 30
[

& 20

10 -

0

Leukamie/Lymphoma Knochmark- AIDS/HIV Gesamt
transplantationen

Abbildung 1.2: Sterblichkeit der Hochrisikopatienten bei invasiver Aspergillose [43].

ge vor allem im Frithstadium einer Infektion variabel und unspezifisch. Hier ist eine
computertomografische Untersuchung wegen ihrer hohen diagnostischen Sensitivitéit ein
wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung. Die Kulturen von Blut und bronchalveolare
Lavage zeigen meist wenig bis gar kein Wachstum. Zudem ist die Methode anfallig fiir
Umweltkontaminationen. Die histologischen Untersuchungen wie Feinnadelbiopsien sind
invasive und komplikationstréichtige Eingriffe.

Serologische Methoden beinhalten zum einen die Detektion von Antikérpern gegen
Pilzantigene und zum anderen die Detektion von den Pilzantigenen selbst. Der Nach-
weis von Antikorpern gestaltet sich schwierig, da die immunsupprimierten Patienten nur
schleppend und schwach auf die Infektion reagieren. Dadurch entstehen haufig falsch
negative Ergebnisse [78]. Die Detektion von Aspergillus-Antigenen durch spezifische An-
tikorper findet dagegen bereits Anwendung in der Aspergillosediagnostik. Im Folgenden
sollen die jeweils wichtigsten Methoden der Serologie und Molekularbiologie vorgestellt

werden.

Galaktomannan-Nachweis:
Reiss et al. [71] klassifizierte das Antigen, welches aus dem Serum von infizierten Ka-
ninchen sowie aus humanen infizierten Seren nachgewiesen wurde, als ein Polysaccharid
aus Galaktose und Mannose, dem so genannten Galaktomannan. Nachdem erste ELISA-

Diagnoseassays eine zu geringe Sensitivitat aufwiesen und Latgé et al. das extrazellulare
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Galaktomannan chemisch und immunologisch naher charakterisiert hatte, entwickelte
Stynen et al. [79] einen weiteren Assay. Dieser bedient sich der Sandwich-ELISA-Technik.
Kern dieser Anwendung ist die Nutzung zweier fiir das Antigen spezifischer Antikorper.
Ein Molekiill Galaktomannan besitzt tiber zehn Galaktofuranepitope [42]. Durch diese
Bindungsstellen wird Galaktomannan mit einem  — (1 — 5) Galaktofuranose spezifi-
schen monoklonalen Rattenantikorper EBA—2 erfasst und mit dem gleichen Peroxida-
sekonjugierten Antikérper detektiert.

Die Validierung dieses Tests wurde in verschiedenen Studien vorgenommen. Pfeiffer et
al. [63] gibt eine Ubersicht zu dieser Methode und diversen Studien, in denen der Test
eingesetzt wurde. Anhand dieser Ubersicht kommt Pfeiffer zu dem Schluss, den Test erst
mit einzubeziehen, wenn verschiedene andere Zeichen/Symptome schon in Richtung TA
weisen: Die Sensitivitdt und Spezifitat schwankt stark je nach gesetzten Parametern.
Insgesamt besitzt der Test eine Sensitivitat von 71% und eine Spezifitit von 89% bei
gesicherten TA Fallen. Betrachtet man nur die Risikogruppe der hiamato-onkologischen
Patienten mit gesicherter Diagnose, erreicht der Test eine Sensitivitat von ca. 70% und
eine Spezifitat von ca. 92%. Bei einem Kollektiv aus gesicherten und wahrscheinlichen
Féllen ist mit nur 58% Sensitivitat aber dennoch mit 95% Spezifitat zu rechnen. Die
meisten Daten wurden aus Proben von Patienten gewonnen, die bereits Symptome zeig-
ten. Fine frithzeitige Diagnose wurde bisher noch nicht untersucht, ebenso muss der
Einfluss der antimikrobiellen Medikamentenbehandlung besser untersucht werden [63].

Eine weitere Moglichkeit ist die Detektion von (1 — 3)5—D-Glucan. Dieser Test weist
jedoch eine zu geringe Spezies-Spezifitat auf. Es kann nicht differenziert werden, ob die
Infektion durch die Hefen (z.B. Candida albicans) oder durch Pilze (Schimmel- oder
Fadenpilze) verursacht wurde. Desweiteren ist die Kosten/Nutzen-Relation des Tests

schlecht, und er ist weder weltweit verfiighar noch wird er grofiflichig eingesetzt [32].

PCR-Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction):
Die molekularbiologische Detektion von Pilz-DNA im Blut und BAL wurde alsbald nach
dem Entschliisseln von Teilen des Pilzgenomes entwickelt. Es existiert keine Universal-
methode fiir ein Aspergillus-PCR-Assay. Bisher wurden drei methodisch verschiedene
Assays veroffentlicht, die in grofleren klinischen Studien iiberpriift wurden. Einsele et
al. entwickelten ein PCR-~Assay mit Primern, die komplementér zu hochkonservierten
Sequenzen der 185 rRNA Genregion sind [18]. Die zweite Technik von Skladny et al.
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verwendet ein Zwei-Stufen (nested) PCR-Assay ohne anschlieBende Hybridisierung [77].
Fir BAL-Proben wurde hier eine Sensitivitat von 100% und eine Spezifitat von 92,6%
erreicht. Als drittes wurde eine Echtzeit-PCR mit Lightcycler® oder Tagman® Techno-
logie eingesetzt, bei der sich speziesspezifische, fluoreszenzmarkierte Oligonukletidsonden
innerhalb der amplifizierten Gensequenz anlagern. Diese Quantifizierung der DNA des
Pathogens kann aus Blut, BAL, Gewebe und Liquor durchgefithrt werden. Raad et al.
beschrieben eine Sensitivitdt und Spezifitdt von 80% und 93% fir den Assay aus BAL
[65]. Aber auch diese molekularbiologischen Diagnosemethoden besitzen Nachteile. Pro-
blematisch ist die Anfélligkeit fiir Kontaminationen. Zudem besteht die Unzulanglichkeit
vor allem bei PCR aus BAL, da nicht zwischen Kolonisation und Infektion unterschie-
den werden kann. Die Vergleichbarkeit von unterschiedlichen Studienergebnissen ist bei
mangelnder Standardisierung ebenfalls nicht zufriedenstellend [32]. Durch diese diagno-
stischen Komplikationen bleiben viele Falle zu dem Zeitpunkt, da die Entscheidung fiir
den Beginn einer systematischen antimykotischen Therapie fallen muss, unklar.

Da viele Informationen und Parameter fiir die Diagnoseerstellung nétig sind, kann die
Multiparameteranalytik fiir einen Zusammenschluss sorgen und so die Bewertung verein-
fachen. Im Allgemeinen besitzt der Multiparameter-Ansatz wesentliche Vorteile fiir die
klinische Diagnostik. Durch die parallele Analyse werden schnell viele Informationen aus
einer einzigen Probe gewonnen. Oft kann der Reagenzienverbrauch minimiert werden.
Der hohe Automatisierungsgrad, der dafiir entwickelten Instrumente, ist zudem sehr gut
fir die Bewaltigung hoher Probenzahlen geeignet. Ein weiterer Vorteil ist, dass einige
Parameter, die selten analysiert werden oder bisher nur in Forschungsinstituten unter-
sucht werden konnten, kosteneffektiv in die Routineanalytik mit eingebunden werden
koénnen.

Die neuste Entwicklung in der molekularbiologische Detektion ist eine Multianalyt-
Plattform fiir die Nukleinsdureanalytik. Die Luminex xMAP® Hybridisierungstechno-
logie verwendet Mikrokugeln, die Oligonukleotid-Fangsonden tragen, an denen bioti-
nylierte PCR-amplifizierte Ziel-DNA (Aspergillus-DNA) hybridisiert wird. Nach Zuga-
be eines Streptavidin-Farbstoffes konnen alle hybridisierten Amplicons, die mit ihren
komplementaren Nukleotidsequenzen auf dem Mikrokiigelchen gebunden sind, mittels
Durchflusszytometrie detektiert werden [39].

Die Kontroverse iiber diese Diagnoseerarbeitung fithrte zur Entwicklung eines inter-
nationalen Standards zur Definition einer invasiven Pilzinfektion durch die FEuropean

organisation for research on treatment of cancer/Invasive Fungal Infection Cooperative
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Group und der amerikanischen National Institute of allergy and infectious diseases my-
coses study group [2]. Es wird zwischen einer moglichen (possible), wahrscheinlichen
(probable) und gesicherten (proven) invasiven Aspergillose unterschieden. Prinzipiell
werden die gleichen Aspekte betrachtet wie bei den Studien zuvor; der mikrobiologische
Befund, klinische Kriterien wie radiologische Untersuchungen und sogenannte , host fac-
tors“ - Merkmale des Patienten wie z.B. die Anzahl der Neutrophilen, Einnahme von
Immunsuppressiva, Empfang einer Stammzelltransplantation [15]. Wichtig hierbei war
die Festlegung einer bestimmten Anzahl von Kriterien, die bei proven-, possible- und
probable-Infektionen vorliegen miissen. Dies ist vor allem fiir den Vergleich klinischer
Studien zu diesem Thema sehr wichtig, da oft Proben von Patienten unterschiedlichs-
ter Krankheitsverlaufe eingesetzt wurden. Diese Definitionen sollen aber ausschliefilich
in der klinischen und epidemiologischen Forschung verwendet werden, und keinen Ein-
fluss bei der Diagnoseerstellung haben. Die Klassifizierung wurde im Jahr 2008 revidiert.
Zum einen wurden die Definition der ,host factors” gedndert, und zum anderen wurden

indirekte Tests wie z. B. der Platelia Galaktomannan EIA mit einbezogen [15].

1.4 Zielstellung dieser Arbeit

Da noch keine zufriedenstellende Methode existiert, war Ziel des Projektes die Ent-
wicklung und Validierung einer neuen, massenspektrometrie-basierten Diagnosestrategie,
welche die Fritherkennung von invasiven Aspergillus-Infektionen aus Serumproben von
Hochrisikopatienten mit verbesserter Sensitivitdt und Spezifitat ermoglicht. Da Aspergil-
lus fumigatus der Hauptverursacher von IA ist, wurde in dieser Arbeit das Augenmerk
auf den Nachweis von Aspergillus fumigatus-Proteasen durch massenspektrometische De-
tektionsverfahren gelegt.

Grundgedanke der Methode ist der funktionelle Nachweis der vom Pilz ausgeschiede-
nen Proteasen. Diese Enzyme spielen bei einer Aspergillus-Infektion eine wichtige Rolle
[52, 27]. Es werden eine Reihe von Proteasen ausgeschieden, die es dem Pilz ermoglichen
organisches Material als Nahrsubstrat abzubauen. Bei invasiven Aspergillosen mit hu-
manpathogenen Spezies werden zahlreiche Proteasen wihrend des Pilzwachstums auch in
das Serum sezerniert, wo sie funktionell nachweisbar sind [25]. Die ausschlieBliche Bedeu-
tung von Aspergillus-Proteasen als Invasions- und Virulenzfaktoren ist jedoch umstritten

und konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden [41]. Dennoch spielen Proteasen, unab-
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héngig von deren Pathogenitéat, fiir die Invasion des Wirtes eine wichtige Rolle [72]. Der
direkte Nachweis der sezernierten Pilz-Proteasen in klinischem Material ist aufgrund der
niedrigen Abundanz in der Regel nicht méglich. Im Gegensatz dazu bietet ein indirekter
Nachweis der Proteasen durch geeignete Substrate in Form von Reporterpeptiden ent-
sprechende Moglichkeiten. Spezifische, selektive Substrate dienen als Surrogatmarker fiir
die vorliegenden Proteasen. Villanueva et al. und die eigene Arbeitsgruppe [23, 61, 81]
zeigten, dass unter standardisierten Bedingungen dieses Reporter-Peptid-Spiking einfach
durchgefiithrt werden kann. Die Reaktionsbedingungen und das Substratdesign sollten
moglichst so ausgelegt sein, dass eine Signalamplifikation bei Verlingerung der Inkuba-

tionszeit auftritt.

Identifizierung und Charakterisierung der Substratspezifitat

Die Suche nach Aspergillus fumigatus-spezifischen Proteasen kann von zwei Seiten aufge-
griffen werden. Eine Variante ist die Identifizierung von ausgeschiedenen Proteasen [54].
Zu diesen bekannten Proteasen, die im besten Fall fiir die Spezies charakteristisch sind,
konnen anschlieend spezifische Substrate entwickelt werden. Die Detektion dieser Pro-
teasen erfolgt nun einfach mit einem Substratassay, gleich ob es massenspektrometrisch
oder fluoreszenzspektroskopisch aufgebaut ist.

Die zweite Moglichkeit ist der Einsatz einer breitgefacherten Substratbibliothek. Es
erfolgt eine systematische Suche nach spezifischen Schnittmustern. Idealerweise werden
fir die Spiking-Experimente nur solche Peptidsubstrate verwendet, welche ausschlief3-
lich, und daher mit hoher Spezifitdt, von den Aspergillus-assoziierten Proteasen gespal-
ten werden. Eine addquate Auswahl an Substraten ist erforderlich, da der Nachweis der
Proteaseaktivitat zu diagnostischen Zwecken aus klinischem Material wie Serumproben
erfolgen soll. Serum hat eine hohe proteolytische Grundaktivitit und ist reich an Mole-
kiillen (wie z. B. a-2-Macroglobulin, a1-Protease Inhibitor), welche Proteasen hemmen
konnen. Dies fiihrt weiter zu der Forderung, dass Substrate nicht nur im Ausgangszu-
stand gegentiber Serumproteasen stabil sind. Die verdauten verkiirzten Substrate miissen
ebenfalls im Serum stabil sein, um bei verlangerter Inkubationszeit eine Signalakkumula-
tion zu ermoglichen. Schlussendlich muss durch geeignete Fraktionierungsstrategien der
Nachweis geringer Mengen an proteolytischen Reporterpeptid-Fragmenten in komplexen
klinischen Proben gewéhrleistet werden [23, 61]. Im Hinblick auf diese Problematik muss

der Reporter-Peptid-Mix in seiner Zusammensetzung entsprechend optimiert werden.
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Als Fraktionierungsstrategien kommen ebenfalls zwei Moglichkeiten in Frage. Ers-
tens konnen die Substrate mit Markern bzw. Schutzgruppen gekennzeichnet werden,
die eine Aufreinigung mittels Affinitdtschromatografie ermoglichen. Zweitens kann die
Separation der Proteasen vom Uberstand durch Komplexbildung erfolgen. Die proteoly-
tische Aktivitit sollte trotz des gebildeten Komplexes erhalten bleiben, wie z. B. bei der
Komplexbildung mit a-2-Macroglobulin [7] oder Bacitracin [11]. Fiir diese Anwendung
muss auf die Substratgrofie geachtet werden, da eine sterische Hinderung am aktiven
Zentrum auftreten kann. So konnte bei Beekmann et al. ein Metalloprotease 13-a-2-
Macroglobulin-Komplex noch das Substrat aus sieben Aminoséduren (plus Fluoreszenz-
Label) verdauen, wihrend Kollagen Typ II nicht mehr abgebaut wurde [7]. Die Fraktio-
nierung von Proteasen kann auch durch immobilisierte Inhibitoren als ABPP-Sonden®
erfolgen [13].

Ein weiterer Punkt, den es zu beachten gilt, ist die Enzymkinetik. Fir die hier un-
tersuchte Fragestellung ist eine Endpunktmessung gegeniiber der kinetischen Messung
ausreichend. Zur ndheren Charakterisierung der involvierten Proteasen und zur Opti-
mierung des Assays ist die kinetische Messung von Vorteil. Das ideale Substrat wird von
hochabundanten Proteasen mit einer hohen Wechselzahl verdaut. Da selbst bei einer
systematischen Substratsuche eher zufillig die Proteasen fiir den spezifischen Reporter-
Peptid-Mix ermittelt werden, sind die Kenndaten wie die Wechselzahl unbekannt. Nied-
rigabundante Proteasen mit hoher Wechselzahl liefern bei einer Endpunktmessung ein
ahnliches Messsignal wie hochabundante Proteasen mit niedriger Wechselzahl. Durch
geeignete Inkubationszeit und Probenvorbereitung wird das Messsignal maximiert, den-

noch kénnen daraus keine Informationen zur proteolytischen Reaktion erhalten werden.

Massenspektrometrie-basierte Protease-Analytik

Als instrumentelle Losung wurde wéhrend dieser Arbeit die Massenspektrometrie (MS)
verwendet, unter Einsatz eines MALDI-TOF-Massenspektrometers. Einen kurzen Uber-
blick zum MALDI-Prozess bietet Kapitel 2.3.

Fiir die in dieser Arbeit gesetzten Zielstellung bietet die MALDI-TOF-MS einige Vor-
teile gegeniiber der in der Bioanalytik ebenso verbreiteten ESI-MS. Fiir die MALDI-
TOF-MS wird bei geringer Probenvorbereitung weniger Probe benotigt. Weiterhin kon-

SABPP - aktivitiitsbasiertes Protein Profiling, welches speziell konstruierte chemische Sonden (In-
hibitoren) nutzt, welche mit dem aktiven Zentrum der entsprechenden Enzyme klassenspezifisch
reagieren

28



nen wasserunlosliche bzw. schwerlosliche Analyten durch die Messung aus dem Festkor-
per untersucht werden. Einmal gemessene Proben kénnen wiederholt gemessen werden,
wohingegen im ESI-Versuch eine Probe nach der Messung verloren ist. Bei guter Au-
tomationsmoglichkeit bietet die MALDI-TOF-MS durch den hoéheren Probendurchsatz
eine Alternative zur ESI-MS. Dennoch besitzt auch die ESI Vorteile, z.B. lassen sich
vorfraktionierende Geréte wie HPLC oder CE leichter mit der ESI-Quelle kombinieren.
Diese Methodik wurde auch wihrend dieser Arbeit verwendet.

Allgemein besitzt ein MALDI-Massenspektrometer eine Sensitivitdt bis in den pico-
und femto-mol-Bereich [4]. Bei bestimmten Probenpréparationen ist die Nachweisgren-
ze der MALDI-TOF-MS bis in den niederen atto-mol-Bereich hinein verschoben [24].
Dennoch ist ein Nachteil von MALDI die semiquantitative Aussage der Peakverteilung
einer Probe. Durch die simultane Messung der Molekiile kann vermehrt Ionensuppression
auftreten, was die Interpretation der MS-Daten erschwert. Dies muss vor allem bei der
Auswertung der Massenspektren komplexer Proben beachtet werden. Weiterhin ist die
Probenpréparation zwar einfach und schnell, aber eine inhomogene Matrix vermindert
die Sensitivitat der Methode.

Verschiedene Einfliisse aus der Probe konnen den Nachteil der nicht quantifizierbaren
Analyse verstiarken. In diesem Fall spielen die Abundanz der Protease und ggf. der
Einfluss der Priaanalytik® eine grofie Rolle fiir die Sensitivitit und Reproduzierbarkeit
der Methode [21, 22].

Ein alternativer Weg zur Massenspektrometrie

Die aufwendige Probenvorbereitung fiir die MS und deren begrenzter dynamischer Mess-
bereich machen das funktionelle Protease Profiling anfallig fiir Sensitivitatsvarianzen.
Um diese wenigen Substratfragmente zu detektieren, werden Substrate mit Markierun-
gen (engl.: Tag) verwendet. Die Tags, wie z.B. Biotin und 6xHistidine, erméglichen
eine affinitdtschromatografische Fraktionierung und Anreicherung der Probe vor der
eigentlichen instrumentellen Analyse. Diese affinitdtschromatographischen Fraktionie-
rungsschritte miissen so gestaltet sein, dass eine semi-quantitative Auswertung moglich
ist. Zum Beispiel enthélt Serum ebenfalls Biotin, welches bei einer Avidin-Affinitéts-

chromatografie mit dem am Substrat gebundenen Biotin um die Bindungsstellen kon-

Sunter Praanalytik versteht man die Gesamtheit des praktischen und verwaltenden Verlauf der Gewin-
nung, Aufarbeitung, Lagerung und des Transports eines labormedizinischen Untersuchungsmaterials
vor der Durchfithrung der eigentlichen Analytik.
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kurriert; daher muss Avidin in sittigendem Uberschuss zugegeben werden. Trotz ausge-
arbeiteter Fraktionierungsstrategien ist eine sensitive Detektion von wenigen gespalte-
nen Proteasesubstraten unter vielen unprozessierten Sonden mitunter schwierig. Durch
den Einsatz der Einzelmolekiilspektroskopie in Form von Fluoreszenzkorrelations- oder
Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie kann hier ein alternativer Ansatz erarbeitet
werden. Die Einzelmolekiilspektroskopie kommt ohne zusétzliche Probenvorbereitung
und mit sehr geringen Probe- und Substratmengen aus, benétigt aber stark optimierte
Reporterpeptide, damit eine Unterscheidung zwischen proteolytisch prozessierten und

nicht prozessierten Reporterpeptiden moglich ist.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Proteolytische Reaktion

Peptidasen bzw. Proteasen gehéren der Enzymklasse der Hydrolasen an. Das heifit, Pro-
teasen sind Enzyme, welche die Spaltung einer spezifischen chemischen Bindung unter
Addition von Wasser katalysieren. Wie der Name der Enzyme schon andeutet, spalten
Peptidasen/Proteasen spezifisch Peptidbindungen in Peptiden und Proteinen. Die Re-
aktion wird als Proteolyse oder auch proteolytische Spaltung bezeichnet, siehe hierzu
auch Abbildung 2.1.

Um Struktur in die grofle Anzahl der existierenden Proteasen zu bringen, werden
Peptidasen bzw. Proteasen in verschiedene Gruppen eingeteilt. Zum einen werden sie
nach ihrem Angriffspunkt in der Aminosdurekette eingeteilt. Spalten die Enzyme das
Peptid bzw. Protein in der Mitte der Aminosduresequenz sind es Endopeptidasen (-
proteasen). Exoproteasen spalten am Ende der Aminosdurekette einzelne oder auch Di-
und Tripeptide ab. Je nach Terminus kann nach Aminopeptidasen oder Carboxypepti-
dasen unterschieden werden. Zum anderen erfolgt eine weitere wichtige Einteilung der
Proteasen iiber ihr aktives Zentrum. Abhéngig von der funktionellen Gruppe in ihren
aktiven Zentren und nach ihrem Katalysemechanismus werden die Proteasen in folgen-
de Klassen unterteilt: Serin-, Cystein-, Aspartat-, Glutamat-, Threonin- und Metallo-
Proteasen (vgl. [69]).

u OH
Ri |, O Rs + Peptidase/Protease H +
N -
N :
o R H

+H,0
O Ry
e | )\/v"‘)
N
R> H

Abbildung 2.1: Schema der proteolytischen Reaktion
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Abbildung 2.2: Reaktionsgleichung fiir eine enzymatische Reaktion (auch als Michealis-
Menten-Mechanismus bezeichnet)

Damit Enzyme eine Reaktion katalysieren konnen, miissen sie mit der umzusetzenden
Substanz, dem Substrat, wechselwirken kénnen. Bei jeder Enzymkinetik ist das Phéno-
men der Séttigung zu beobachten, d. h. bei extrem hoher Substratkonzentration kann
die Umsatzgeschwindigkeit nicht erhoht werden. Es stellt sich eine Maximalgeschwindig-
keit vp,q. €in, bei der alle aktiven Zentren eines Enzyms mit freiem Substrat gesittigt
sind. Zundchst wird ein Enzym-Substrat-Komplex in einem vorgelagerten Gleichgewicht
gebildet. Dieser reagiert im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt zum Produkt weiter,
siehe Abbildung 2.2.

Die Geschwindigkeitskonstante (ks) der geschwindigkeitsbestimmenden Reaktion wird
auch Wechselzahl (turnover number) genannt. Die Umwandlung von Substrat zum Pro-
dukt ist somit eine komplexe Gleichgewichtsreaktion im Gegensatz zu anderen chemi-
schen Reaktionen, die meist einfache Gleichgewichtsreaktionen darstellen. Dieses kom-

plexe Gleichgewicht wird durch die Michaelis-Konstante K; beschrieben:

Ky = klljk@ (2.1)
1

mit
Ky = Michaelis-Konstante

k1 = Geschwindigkeitskonstante fiir die reversible Bildung des Enzym-Substrat-

Komplexes

k_1 = Geschwindigkeitskonstante fiir den Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes

wieder in die Ausgangsstoffe

ko = Geschwindigkeitskonstante fiir die Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes in
Produkt und Enzym

K s beschreibt die Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit gerade

halb so grof} ist wie der theoretische Wert v,,.,. Es liegt eine sogenannte Halbsattigung
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von Substrat am Enzym vor. Kj; beschreibt auch die Affinitat eines Substrates zum
Enzym. Ist Kj; hoch, so ist fiir eine Halbsittigung des Enzyms eine hohe Substrat-
konzentration notwendig. Die Affinitat des Enzyms zum Substrat ist klein. Wenn K,
niedrig ist, so muss zur Halbsattigung des Enzyms eine geringe Substratkonzentration
vorliegen. Die Affinitat des Enzyms zum Substrat ist gro8.

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymreaktion wird durch die Michealis-Menten-

Gleichung beschrieben:
Umaz [S]

v = R + 5] (2.2)

mit
Umaz = theoretische Maximalreaktionsgeschwindigkeit
v = Reaktionsgeschwindigkeit
K, = Michaelis-Konstante
[S] = Substratkonzentration

Die Kenntnis der Michaelis-Konstanten eines bestimmten Enzyms ermoglicht also die
Untersuchung metabolischer Reaktionen: Ist der Kj,,-Wert eines Enzyms bekannt, so
lasst sich fiir jede beliebige Substratkonzentration der Anteil der besetzten aktiven Zen-
tren bestimmen.

Es gibt zwei Grenzfille der Anhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Sub-

stratkonzentration [S]:

1. wenn [S] sehr viel grofer als K ist, kann K in der Michaelis-Menten-Gleichung
gegeniiber der Substratkonzentration vernachlissigt werden. Damit kiirzt sich [S]
aus der Gleichung heraus und die Reaktionsgeschwindigkeit ist gleich bzw. anné-

hernd der Maximalgeschwindigkeit.

2. wenn [S] wesentlich geringer als K/ ist, dann ergibt sich aus der Michaelis-Menten-
Gleichung eine Proportionalitit der Reaktionsgeschwindigkeit zur Substratkonzen-

tration.
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2.2 Elektrophorese

Die Elektrophorese ist eine Methode, bei der die unterschiedliche Wanderung von gelade-
nen Teilchen in einem elektrischen Feld zur Trennung eines Analytgemischs ausgenutzt
wird. In der Bioanalytik brachte die Elektrophorese die Forschung zu den Vorgéngen in
Zellen erheblich voran. Ob eindimensionale, zweidimensionale oder Kapillarelektropho-
rese, eine effektive Trennung von komplexen Proteingemischen ist obligatorisch fiir die
Charakterisierung der einzelnen Proteine.

Die Elektrophorese kann im festen oder im fliissigen Trennmedium durchgefiithrt wer-
den. Ist das Trennmedium eine Fliissigkeit, so spricht man von der tragerfreien Elektro-
phorese (FFE); die Trennung hangt hier ausschliefllich von der Ladung der Molekiile ab.
Bei einer Tragerelektrophorese ist das Trennmedium fest. Meist werden Agarose- oder
Polyacrylamidgele verwendet. Hierbei wird die Trennung neben der Molekiilladung auch
von der Grofle des Molekiils beeinflusst. Im elektrischen Feld wirkt die beschleunigende

Kraft Foepirisen auf das geladene Teilchen mit der Ladung q:
Felektm’sch =q- E mit q= 7%z € (23)

Fieririsen = beschleunigende elektrische Kraft
E = Feldstérke

q = Ladung

z. = elektrochemische Wertigkeit

e = Elementarladung

Der beschleunigenden Kraft Fjepsrisen Wirkt die Reibungskraft Fr entgegen, welche
bei kugelformigen Teilchen durch das STOKESsche Gesetz beschrieben wird:

Fr=6I1rnv (2.4)

r = Stokes-Radius des Teilchens (Radius des hydratisierten Ions)
n = Viskositat des Mediums

v = Wanderungsgeschwindigkeit
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Sind beide Krafte im Gleichgewicht, bewegt sich das Teilchen mit einer konstanten Ge-

schwindigkeit v im elektrischen Feld:

Fze
v =
61Irn

(2.5)

Der Proportionalitatsfaktor zwischen Feldstéarke und der Wanderungsgeschwindigkeit ist

die stoffspezifische lonenbeweglichkeit oder auch Mobilitéat u:

(% ze

E 61lrn

(2.6)

Bei schwachen Sauren und Basen (Peptiden und Proteinen) ist nicht die Ionenbeweg-
lichkeit fiir die Wanderungsgeschwindigkeit mafigebend, sondern die effektive Mobilitat
uerf, welche durch den Dissoziationsgrad a mit der Ionenbeweglichkeit u; beschrieben
ist [45]:

Uepf = D QU (2.7)

Die FFE kann mit verschiedenen Trennprinzipien durchgefithrt werden. Diese Trenn-
methoden sind die isoelektrische Fokussierung, die Zonenelektrophorese und die Isota-
chophorese. Das Trennprinzip der Zonenelektrophorese beruht auf der unterschiedlichen
elektrophoretischen Mobilitat der Substanzen. Es herrscht ein homogenes Trennsystem,
der pH-Wert ist konstant. Die Isotachophorese ist der Zonenelektrophorese ahnlich. Die
Trennung erfolgt nach der elektrophoretischen Mobilitat von Ionen. Anders als bei der
Zonenelektrophorese wird bei der Isotachophorese ein diskontinuierliches Puffersystem
aus zwei Puffern, dem Leit- und dem Folgeelektrolyt, verwendet.

Wiahrend der isoelektrischen Fokussierung (IEF) werden die Proteine tiber deren iso-
elektrischen Punkt! (pI) getrennt. Da die Proteine, sobald sie ihren pI im pH-Gradienten
erreicht haben, nicht weiterwandern, ist die IEF im Gegensatz zu anderen Elektropho-
resen eine Endpunktmessung. Weiterhin entsteht ein Konzentrierungseffekt, der einer
Diffusion kontinuierlich entgegenwirkt. Diffundiert ein Protein von seinem pl weg, so

erhélt es eine Ladung und wird durch das elektrische Feld wieder zu seinem pl zurtick-

!Der isoelektrische Punkt ist der pH-Wert einer wissrigen Lésung, bei dem sich die positive und die
negative Teilladungen eines Ampholyten bzw. Zwitterions gegenseitig kompensieren. Am isoelektri-
schen Punkt ist die Verbindung nach auflen hin ungeladen und wandert daher nicht im elektrischen
Feld.
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Abbildung 2.3: Schema der kontinuierlichen Free Flow Elektrophorese mit Trennprinzip der
Isoelektrischen Fokussierung

befordert [45]. Es erfolgt eine analytische und zugleich praparative Trennung wie der
prinzipielle Aufbau (Abbildung 2.3) zeigt.

Die FFE kann als kontinuierliches System betrieben werden. Dies ermdéglicht einen
hohen Probenauftrag. Ein weiterer Vorteil ist die Flexibilitat bei der Trennung, die so-
wohl unter denaturierenden als auch unter nativen Bedingungen durchfiihrbar ist. Die
Moéglichkeit, Proteine nativ zu trennen, ist fiir die Untersuchung der Proteaseaktivitat
obligatorisch. Nach der Trennung kénnen die Fraktionen auf proteolytische Aktivitat
untersucht werden. Im Gegensatz zu anderen Fraktionierungsmethoden, wie z.B. der
Proteinféllung oder der Grofenausschlusschromatographie, bietet die FFE eine einfache
und schnelle Durchfiihrung. Die Proben miissen nicht aufwendig vor- und nachberei-
tet werden. Der pH-Gradient kann durch Triagerampholyte oder Vielkomponentenpuffer
erzeugt werden. Vielkomponentenpuffer bestehen sowohl aus amphoteren als auch aus
nicht-amphoteren Puffersystemen. Verwendet man Vielkomponentenpuffer, kann kein li-
nearer pH-Gradient entstehen, dennoch werden sie aus Kostenersparnis verwendet. Tré-

gerampholyte sind heterogene Gemische aus vielen unterschiedlichen niedermolekularen
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aliphatischen Oligoamino-Oligocarbonsauren, die das gesamte pH-Spektrum abdecken
[45].

2.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Bestimmung von Molekiilmassen. Es wer-
den ionisierte Molekiile in der Gasphase nach ihrem Masse-Ladungs-Verhéltnis getrennt
und detektiert. Ein Massenspektrometer besteht aus Ionenquelle, in der die Analytmole-
kiile ionisiert werden (Abbildung 2.4), dem Massenanalysator, hier erfolgt die Trennung
der Molekiilionen und schliefllich der Detektor. Wéahrend die Massenspektrometrie in
der Analyse von anorganischen und organischen Substanzen schnell etabliert war, blieb
sie zur Untersuchung von komplexen Biomolekiilen wie Proteinen oder Lipiden sowie
deren posttranslationalen Modifikationen lange Zeit unzuganglich. Erst Mitte der acht-
ziger Jahre erweiterten die Ionisationsmethoden der Elektrosprayionisation (ESI) und
der matrixunterstiitzten Laserdesorption/Ionisation (MALDI) das Einsatzgebiet der MS
auf die Bioanalytik. Mit diesen beiden Ionisationstechniken konnten endlich grofle, ther-
misch labile Molekiile ohne deren Zerstorung schonend ionisiert werden.

Als Masseanalysatoren in ESI- oder MALDI-Massenspektrometern fiir die Bioanalytik
werden Flugrohre (TOF), Quadrupole (Q) und Ionenfallen eingesetzt. Fir eine mehr-
dimensionale MS werden auch mehrere z.T. verschiedene Analysatoren hintereinander
geschaltet, z.B. Q/TOF- oder TOF/TOF-Massenspektrometer. Am verbreitetsten ist
das MALDI-TOF-Massenspektrometer, wie es auch in dieser Arbeit verwendet wurde.
Im Hochvakuum des Flugrohres durchlaufen die Molekiilionen nach einer Beschleuni-
gung eine feldfreie Driftstrecke. Je nach Grofie bzw. 7 -Verhéltnis driften die Ionen bei
gleicher Beschleunigungsenergie verschieden schnell und werden so aufgetrennt. Bei be-
kannter Beschleunigungsspannung, bekannter Flugstrecke und detektierter Flugzeit lasst
sich so das Masse-Ladungs-Verhaltnis bestimmen (siehe Gleichungen 2.8 bis 2.11). Um
die Auflosung und Fokussierung zu verbessern, wird eine verzégerte lonenextraktion (de-
layed pulsed extraction oder auch pulsed ion extraction) verwendet. Bevor die Ionen die
Ionenquelle verlassen, wird eine Verzogerungsphase zwischengeschaltet, um die Streuung
der kinetischen Energie bei Ionen mit dem gleichen “*-Verhéltnis zu reduzieren. Nach
dieser Phase werden die Tonen durch einen Spannungsimpuls aus der Ionenquelle trans-

portiert [14]. Als zweite Losung zur Verbesserung der Auflésung wurde das Flugrohr mit

37



einem Reflektor ausgestattet. Am Reflektor werden die Ionen durch ein elektrisches Feld
umgelenkt. Der Reflektor verbessert die Auflosung und kompensiert den Flugzeitdrift,
der durch geringe Differenzen der Beschleunigungsenergie entsteht. Durch diese Verbes-
serung kann eine Auflosung bis zu 10 000 erzielt werden, wihrend die Auflésung bei
Quadrupol Geréten zwischen 200 - 2000 liegt [4].

1
Ekmzim 2=zeU (2.8)
S

S 2.9
v=" (2.9)

5\ 2
m(t> =zelU (2.10)

m 2eUz,

— = t 2.11
. 2 (2.11)

mit
FEkin = kinetische Energie/Beschleunigungsenergie
m = Masse des lons
v = Geschwindigkeit des Tons nach der Beschleunigungsstrecke
z = Ladungszahl
e = Elementarladung
U = Beschleunigungsspannung
s = feldfreie Driftstrecke im Flugrohr

Da die MALDI-MS die hier angewendete Ionisationsmethode ist, soll im Folgenden

auf sie naher eingegangen werden.

2.3.1 MALDI - Mechanismus

Die Ionisierung ist vereinfacht in Abbildung 2.4 dargestellt. Der Analyt wird mit einem
10% — 10*-fachem Uberschuss an Matrix vermengt und auf einen meist metallischen
Probenteller aufgetragen. Durch Kokristallisation wird der Analyt in das Kristallgitter

der Matrix eingebaut. Mittels Laserbeschuss werden die Analytmolekiile in die Gasphase
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uberfiihrt und ionisiert. Die so entstandenen Molekiilionen werden tiber Linsen fokussiert

und gelangen anschlieend in das Flugrohr.

Laserstrahl

Matrixion

~
— .
o o - Analytion
o

o ©°
A
g5

Analyt/Matrix
Gemisch 1
Extraktionsgitter Fokussierungslinsen

- M alysator

Abbildung 2.4: Schema der matrixunterstiitzten Laserdesorption/Ionisation

Die zur Anregung benutzten Laser sind im Wellenldngenbereich der UV-Strahlung
Stickstoff- oder Neodym-Yttrium-Aluminium-Granat-Laser und im IR-Wellenldngen-
bereich Kohlendioxid- und Erbium-Yttrium-Aluminium-Granat-Laser. Die Wechselwir-
kungen eines UV-Laserpulses mit dem Matrix-Analyt-Kokristall erfolgt in einer resonan-
ten Anregung der Elektronen des aromatischen II-Systems der Matrix. Bei der Verwen-
dung von IR-Laser erfolgt eine elektronische Anregung der O-H-Bindungen der fliissigen
oder gefrorenen Matrix (Glycerin, Bernsteinsaure).

Als Matrix werden je nach Anwendung kleine organische Molekiile, wie etwa a-Cyano-
4-hydroxyzimtsiaure (HCCA) (sieche Abb.: 3.2), eingesetzt. Wichtige Kriterien an diese
Substanzen sind Vakuumstabilitdt, Absorption bei der eingestrahlten Laserwellenlénge,
vielseitige Verwendbarkeit fiir verschiedene Substanzklassen und keine oder geringe Bil-
dung von Addukten mit den nachzuweisenden Stoffen. Ubliche Matrizes fiir Protein- und
Peptidanalytik sind 2,5-Dihydroxybenzoesaure, Sinapinsaure und HCCA.

Neben dem Einsatz verschiedener Matrizes spielen auch die Praparationstechniken ei-
ne entscheidende Rolle fiir die analytische Leistungsfihigkeit der Methode. Beeintrachti-
gungen der Sensitivitdt werden meist durch Probenverarbeitung und Probenpréparation
verursacht, nicht durch die technische Instrumentation [57]. Die dried droplet-Methode
ist die alteste und gebrauchlichste Technik, das Matrix-Analyt-Gemisch im organischen

Losungsmittel wird aufgetragen und das Losungsmittel verdampft. Diese Art der Kris-

39



tallisation schafft mitunter starke Inhomogenitaten. Es entstehen Bereiche mit hoher

und niedriger Analytkonzentration. Andere Varianten sind:

- das Vakuumtrocknen, was ahnlich wie die dried droplet-Methode ablauft, jedoch
geschieht das Abdampfen unter Vakuum,

- die Diinnschicht-Methode, bei der die Matrix zuerst aufgetragen und getrocknet

wird, anschliefend wird die Analytlosung aufgetragen,

- die Sandwich-Methode, Ablauf wie die Diinnschicht-Technik, nur mit einer zusétz-
lichen Schicht Matrix iiber der Probe und die technisch aufwandigeren Methoden,

die aber homogene Spots erzielen,

- die Rotationsbeschichtung und

verschiedene Spraytechniken.

Fir diese Arbeit wurde die dried droplet-Methode verwendet, da sie die einfachste,
nichtautomatisierte Methode ist, einen hohen Probendurchsatz ermoglicht und reprodu-

zierbare Ergebnisse liefert.

Der MALDI-Mechanismus:

Der Name der lonisationstechnik beinhaltet bereits die beiden ablaufenden Vorgénge:
,Desorption® und ,Ionisation“. Desorption ist die Erzeugung von Teilchen in der Gas-
phase als Umkehr der Adsorption. Wahrend des MALDI-Prozesses werden die Molektile
aus der kondensierten Phase, dem Kristallgitter, in eine Wolke in der Gasphase iiber-
fihrt. In der Desorptionswolke (engl. plume) liegen sowohl neutrale Molekiile als auch
verschiedene ionische, radikalische und elektronisch angeregte Spezies der Matrix und

der Analytmolekiile nebeneinander vor. Es existieren 5 Desorptionsmodelle [26]:

e Vulkanmodell (thermisch)

Uberschallstrahl (thermisch)
e homogenous bottleneck-Modell (thermisch)

e pressure puls-Modell (mechanisch)

breathing sphere-Modell (mechanisch)
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Die Modelle konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Einerseits sind es thermische
Modelle und andererseits mechanische Modelle. Die thermischen Modelle beruhen auf
einem Phasentiibergang bzw. einer Sublimation. Die Temperatur des abgelosten Materi-
als wird innerhalb des Modells mit einbezogen. Es entsteht eine heifle Wolke aus Matrix-
und Analytmolekiilen in der Gasphase. Allerdings sagen diese Modelle Temperaturen
voraus, die fiir intakte Biomolekiile unrealistisch sind, z.B. im Bereich 500-800 K [26].
Die mechanischen Modelle beschreiben die Emission von Material durch einen Druckim-
puls. Die absorbierte Energie fiihrt zur Ausdehnung des Kristallgitters und es wird ein
hoher hydrodynamischer Druck aufgebaut. Diese Krafte bewirken eine explosionsartige
Ablésung, eine Teilchenwolke/Desorptionswolke entsteht. Dieser Vorgang ist von einem
thermischen Gleichgewicht weit entfernt. Detaillierte Beschreibungen zu den einzelnen
Modellen sind in [17, 26] zu finden.

Die nach der Desorption folgende Ionisierung der Analytmolekiile erfolgt indirekt iiber
die Matrixmolekiile, welche als Brgnsted-Saure (Protonendonor) oder Base (Protonen-
akzeptor) wirken konnen. Die fiir diesen Prozess bisher erarbeiteten Ionenbildungsme-
chanismen sind in zwei Gruppen aufgeteilt, in primére und sekundére Mechanismen.
Die primare Ionisation geschieht wahrend oder kurz nach der Desorption, gefolgt von
sekundéaren Reaktionen in der expandierenden Desorptionswolke des freigesetzten Mate-
rials. Die sekundaren Mechanismen setzen immer einen priméren Ionisationsschritt, das

Vorliegen einer Desorptionswolke, voraus [37].

o Freisetzung vorgeformter Ionen (Primér)

Photoionisationsmechanismen (MPI, ESPT, energy pooling) (Primér)

e Disproportionierungsreaktionen (Protonen- oder Elektrontransfer)(Primér)

Gasphasenkationisierung (Sekundér)

Elektronentransferreaktionen (Sekundér)
e Protonentransferreaktionen in der Gasphase (Sekundar)

Die Kontroversen der Experten iiber die einzelnen Mechanismen sind ebenfalls grofi,
besonders beziiglich der priméaren Ionisationsschritte. Inzwischen gibt es zwei Haupt-

ansatze der primaren Ionisation. Einer von ihnen ist die Bildung vorgeformter Ionen

41



in Clustern, der andere die (pooling-vermittelte) Photoionisation der Matrix. Das poo-
ling /Photoionisation-Modell wurde mit dem Modell der expandierenden Desorptions-
wolke vermengt, was zu quantitativen Voraussagen fiir einige Beobachtungen fithrte. Es
ist allgemein anerkannt, dass lokale Gleichgewichte entstehen.

Keiner der Mechanismen kann als Einzelner alle auftretenden Ionen, die in MALDI-
Massenspektrum beobachtet werden, klaren. Oft iberdecken auch die verschiedenen ap-
parativen Aufbauten mit ihren verschiedenen Parametern (verschiedene Laserwellen-
langen, Laserbestrahlungen, Laserimpulsdauern oder Methoden der MALDI-Proben-
préaparation) die eigentlichen Mechanismen.

Bisher wurden die Mechanismen nur bei Verwendung von 2,5-Dihydroxybenzoesdure
als Matrix detailliert modelliert. Jedoch verhalten sich andere Matrizes oft sehr &hnlich,
sodass das Grundkonzept wahrscheinlich verallgemeinert werden kann [37]. Wie schon
bei den Desorptionsmodellen wiirde eine ausfithrlich Diskussion der Ionisationsmodelle

an dieser Stelle zu weit gehen, ausfithrliche Diskussionen siehe [26, 37].

2.4 Fluoreszenzspektroskopie

Durch Absorption von elektromagnetischer Strahlung im ultravioletten bis sichtbaren
Spektralbreich (A = 10— 750 nm) werden Molekiile in einen energiereicheren elektronisch
angeregten Zustand gebracht. Die Desaktivierung, die Riickkehr in den Grundzustand,
geschieht neben strahlungslosen Ubergéngen (innere Umwandlung) unter Emission von
Strahlung, sogenannte Lumineszenz. Die Lumineszenz wird durch Anregung der Valenz-
elektronen erzeugt. Je nach Relaxationsvorgang des angeregten Elektrons unterscheidet
man zwischen Fluoreszenz und Phosphoreszenz, sieche Abbildung 2.5. Die Energiezu-
stande der Elektronen- und Schwingungsniveaus werden durch das Jablonski-Schema
charakterisiert. Es werden zwischen zwei Elektronenenergieniveaus unterschieden, den
Singulett- und den Triplettzustand. Im Singulettzustand befinden sich die Elektronen-
spins in einer antiparallelen Ausrichtung. Der Gesamtspin des Molekiils ist Null (S=0).
Sind die Spins parallel ausgerichtet ist es der Triplettzustand, der Gesamtspin ist 1
(S=1). In dem unten aufgefiihrten Jablonski-Termschema (Abb. 2.5) ist nur der erste
angeregte Singulettzustand mit dem dazugehorigem ersten Triplettzustand dargestellt,
da die Uberginge in das niedrigste Schwingungsniveau des S; aus dem zweiten oder ho-

her angeregten Singulettzustianden in der Regel sehr schnell und strahlungslos erfolgen.

42



Fluoreszenz ist der Ubergang des Elektrons vom niedrigsten Schwingungsniveau des
ersten angeregten Singulettzustandes S; in den Singulettgrundzustand Sy. Die Lebens-
dauer der Fluoreszenz betrigt 107 — 1077 s, sodass die Fluoreszenz nur wihrend der

Anregung des Molekiils beobachtet wird.

V=3
V=2
S v=1
1 v'=0
Q) H Vv'=3
= . 1 v=2
9 . y v'=1
GJ E Y v'=0
< :
L :
v
SO
Absorption strahlungslose Ubergénge
ANNN\SWUN Fluoreszenz ~ ==-------- “internal conversion”
/NN Phosphoreszenz iz “intersystem crossing”

Abbildung 2.5: Jablonski-Termschema, vereinfachtes Energieniveauschema zu Darstellung
von Absorptions- und Emissionsvorgiangen im Molekiil

Wie in der klassisch chemischen Analytik ist die Fluoreszenzspektroskopie auch in der
Bioanalytik eine wichtige und haufig eingesetzte Routinemethode. Fiir die Proteinanaly-
tik wird meist eine fluorophore Verbindung in die Proteine eingebracht, da Proteine selbst
nur durch die Aminoséure Tryptophan fluoreszieren kénnen. Die aromatische Seitenkette
des Tryptophans hat eine Absorptionsbande bei 280 nm, die Emission (Fluoreszenz) wird
bei 300-350 nm beobachtet. Ubliche Fluorophore in der Bioanalytik sind Verbindungen,
die auf Xanthen oder Cyanin basieren, oder auch die Alexa- und Atto-Farbstoffe, die
mit ihren Absorptions- und Emissionsmaxima das gesamte sichtbare Spektrum von blau
bis in das Nah-Infrarot abdecken.

Neben den konventionellen Methoden etablierten sich Verfahren, die die Fluoreszenz
durch Mikroskopie detektieren. So findet die Fluoreszenzmikroskopie moderne Anwen-
dung bei den Untersuchungen der Lokalisation, Dynamik und Interaktion von Molekiilen
in lebenden Zellen (live cell imaging). Besonders die Technik der Einzelmolekiilspektro-
skopie mit ihren Anwendungsbereichen FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer)

und der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ist fiir die Detektion molekularer Wechsel-
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wirkungen zwischen Peptiden, Proteinen oder auch DNA und RNA eine unentbehrliche
Nachweismethode geworden. Besonderer Vorteil der Technik ist die hohe Empfindlichkeit
und das enorme Auflésungsvermogen. Ublicherweise wird fiir die Einzelmolekiildetektion
ein Konfokalmikroskop verwendet. Die Besonderheit der konfokalen Mikroskopie stellt
die Moglichkeit der Punktbeleuchtung und -detektion dar. Bei dieser Mikroskopart wird
eine Lochblende in den Aufbau mit eingebunden. Am Detektor kann nur die Menge
der Fluoreszenz gemessen werden, welche die Lochblende passiert. Ein Bildpunkt stellt
genau einen Punkt aus der Brennebene des Objektivs dar. Stérende Einflisse durch
Fluoreszenzlicht aus der Umgebung werden eliminiert, siche Abb. 2.6.

Die in dieser Arbeit angewendete Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) ist eine
dynamische Methode, bei der die Lasertechnologie mit konfokaler Mikroskopie kom-
biniert wird. Schon seit den siebziger Jahren ist die Methode bekannt, doch erst die
Fortschritte der letzten Jahre, die konfokale Optik mit einzubeziehen, brachte die FCS
wieder in den Blick der biologischen Analytik. Das Prinzip der FCS ist die Aufnahme
von Fluoreszenzfluktuationen in einem sehr kleinen Volumen (Fokus). Das Signal wird in
Abhéngigkeit der Zeit gemessen. Diese Schwankungen werden durch die Bewegungen der
fluoreszierenden Molekiile aufgrund von Diffusion (Brownsche Molekiilbewegung) oder
durch Reaktionen zu einem nichtfluoreszierenden Zustand verursacht. Die Daten werden
mit dem statistischen Modell der Autokorrelation ausgewertet. Die Autokorrelations-
funktion G(7) beschreibt die mittlere Aufenthaltsdauer eines Molekiils im Fokalbereich:

SI(t)oI(t+ 7))
{1(1))’

Wahrend (I(t)) den zeitlichen Mittelwert der Fluoreszenzintensitat darstellt, sind

(0I(t)) und (01(t+ 7)) die Abweichung des Signals vom zeitlichen Mittelwert zu den

Zeitpunkten t und t+7. Um diese Fluktuationen der Fluoreszenz zu messen, sollte die

G(r) = < (2.12)

Losung so verdiinnt sein, dass jeweils nur ein einzelnes Molekiil durch den Fokus diffun-
diert.

Eine Variante der FCS ist die Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektrokopie. Das grundle-
gende Prinzip der zweifarbigen Kreuzkorrelationsanalyse ist die Ko-Diffusion anstelle der
sonst gebrauchlichen, eher unspezifischen, Ko-Lokalisation nachzuweisen. Die Methode
arbeitet im Bereich einzelner detektierter Molekiile, aus diesem Grund nimmt man die
Statistik zu Hilfe: Ist das Messvolumen klein genug, ist die Wahrscheinlichkeit, dass im

Fokus zwei verschiedene Molekiile das Messvolumen genau gleichzeitig detektiert werden,

44



Detektor

konfokale Ebene

Emissionsfilter

Laser

Dichroitischer
—_— - Strahlteiler

Objektv 4

Objekt

/

fokale Ebene

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzsmikroskops

verschwindend gering. Werden bei beiden Messkanélen, z.B. rot und griin, gleichzeitig
eine Signalfluktuation detektiert, so deutet das darauf hin, dass die beiden Spezies mit-
einander verbunden sind [75]. Fiir die hier angedachten Untersuchungen bedeutet das,
solange beide Farbstoffe im Fokus detektiert werden, ist das Substrat noch intakt. Der
gegenteilige Effekt, die Detektion der Farbstoffe zu verschiedenen Zeitpunkten, weist auf

einen proteolytischen Verdau hin.
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3 Material und Methoden

3.1 Kultivierung

Die Kultivierung eines klinischen Isolates des Aspergillus fumigatus erfolgte auf Sabou-
raud-Dextrose-Agar (Oxoid) bei 30 °C. Nach 4 — 7 Tagen wurden von dem stark sporu-
lierenden Mycel die Konidien geerntet und eine Stammsuspension hergestellt. Die Spo-
renzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Es wurden immer vier
Gruppenquadrate ausgezahlt. Die Zahl der Sporen pro Milliliter errechnet sich nach fol-
gender Formel:
Sporen/ml = (Mittelwert aus 4x GroBquadrate) x 10*

Aus dieser Stammlésung wurden 107 Konidien/ml Endkonzentration in die gewiinsch-

ten Kulturmedien geimpft. Als Kulturmedien wurden verwendet:
e RPMI 1640 Zellkulturmedium
e Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
e Minimal Essential Medium (MEM) und
e Aspergillus Minimal Medium (AMM),

sowie die gleichen Medien mit 10% fetalem Kélberserum (FBS). Zu allen Kulturmedien
wurde 1% Penicillin/Streptomycin-Losung (PAA Laboratories) zugegeben. Die Anzucht
erfolgte bei 37 °C in 50 ml Falcon'  -Réhrchen (BD Bioscience) unter leichtem Schiitteln
mit Luftzufuhr. DMEM, RPMI 1640 und MEM wurden von PAA Laboratories bezogen.
AMM wurde frisch hergestellt, siche Anhang 6.2.
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3.2 Proteaseidentifikation mittels Free flow

Elektrophorese und Massenspektrometrie

3.2.1 Proteasentrennung - FFE

Die FFE wurde mit dem BD"" Free Flow Electrophoresis System (Becton Dickinson)
durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte unter nativen Bedingungen im Modus Isoelektrische
Fokussierung (IEF) mit wissrigen Pufferlosungen nach Vorschriften der Firma BD".
Zunachst wurde nach einem Protokoll mit einem pH-Gradienten 3-10 gearbeitet, spa-
ter erfolgte die Probentrennung im pH-Bereich 3,5-5. Es wurden jeweils Reagenzien aus
dazugehorigen Reagenzien-Sets (IEF Puffer !, pl-Marker und 2-(4-Sulfophenylazo)-1,8-
dihydroxy-3,6-naphthalendisulfonsdure (SPADNS)) verwendet. Weitere benotigte Che-
mikalien waren HoSO, (Riedel-de Haén); NaOH (Merck); Imidazol and 4-Pyridinethan-
sulfonsdure (Sigma Aldrich); Bis(2-hydroxyethyl)-amino-tris(hydroxymethyl)methan, 3-
Morpholino-2-hydroxy-propansulfosédure Natriumsalz (MOPSO) und 2-(N-morpholino)-
ethansulfonsédure (MES) (Carl ROTH). Die FFE-Anlage wurde mit Anoden- und Ka-
thoden-Stabilisierungspuffer und den Trennpuffern (IEF Puffer) dquilibriert. Der pH
Gradient wurde mit SPADNS und dem pI-Marker tiberpriift. Folgende Systemparame-

ter wurden eingestellt:
e Flufirate 80 ml/h
e Probenfluf§ 700 ul/h
e Spannung 280 V
e Stromstéirke 30 mA.

Je nach Verwendung wurde der Kulturiiberstand mittels Ultrafiltration aufkonzen-
triert. Dazu wurden Vivaspin Ultrafiltrationsréhrchen (Sartorius AG) verwendet. Aus-
schlufigrenze war 5kDa. Fiir die Fluoreszenzassays zur Proteaseaktivitdtsbestimmung
wurden je 50 ml Kulturiiberstand aus AMM und AMM+10%FBS auf 1ml eingeengt
und mittels FFE getrennt. Fiir die nLC-MS-Versuche wurden vor der FFE-Trennung

200 ml serumfreier Kulturiiberstand aus AMM verwendet, auf 1ml konzentriert.

!Das Set des pH Gradient 3-10 Protokolls enthielt 4 IEF Puffer. Das Set fiir pH-Gradient 3,5-5 bein-
haltete 3 IEF Puffer.
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Der konzentrierte Kulturiiberstand wurde 1 : 1 mit dem Trennpuffer verdiinnt und in
die Trennkammer aufgetragen. Nach ca. 35 min wurden 96 Fraktionen fiir etwa 60 min

in einer 96 deep well Platte (Brand) gesammelt.

3.2.2 Proteaseassay - Fluoreszenzspektroskopie

Alle Fluoreszenzmessungen wurden mit dem Spektrometer PerkinElmer® Wallac Victor®
1420 multilabel counter durchgefiihrt. Die Proben wurden in F96 schwarzen MicroWell ™
Platten (Nunc) prapariert, inkubiert und gemessen. Fiir die Messungen des BODIPY FL
Farbstoff-markierten Caseins wurden Extinktions- und Emissionsfilter der Wellenldngen
485 nm und 535 nm verwendet. Zusétzlich zum markierten Casein wurde die Proteaseak-
tivitat gegen synthetische (7-Methoxycoumarin-4-yl)acetyl-Peptide bestimmt. Das nach
dem Verdau entstehende Fluorphor AMC wurde bei 355 nm angeregt und besitzt ei-
ne Emissionswellenlénge von 460 nm. Die Fluoreszenzsignale wurden nach tiber-Nacht-
Inkubation gemessen (/= 15 h).

Zunéchst wurde die Proteaseaktivitdt in den zur Verfiigung stehenden Kulturmedien
bestimmt. Uber einen Zeitraum von acht Tagen wurde kontinuierlich Kulturiiberstand
abgenommen und dessen proteolytische Aktivitat gegen BODIPY-markiertes Casein be-
stimmt. 50 pul Kulturiiberstand wurden 1 : 1 mit Wasser verdiinnt und mit 50 pl einer 300
mM Substrat-Losung versetzt, anschliefend bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Fiir alle fol-
genden Experimente wurde Aspergillus fumigatus vier Tage in AMM mit und ohne 10%
FBS kultiviert. Danach erfolgte die Abtrennung des Mycels und der anderen Grobbe-
standteile durch Zentrifugation. Die Aufkonzentrierung des Uberstand geschah wie oben
beschrieben. Nach der Fraktionierung erfolgte die Bestimmung der Proteaseaktivitit in
den einzelnen Fraktionen mit Casein, welches mit griinfluoreszierendem BODIPY FL
markiert war (Invitrogen). Die Fluorophore sind intramolekular gequencht, und fluores-
zieren erst nach enzymatischer Spaltung des Caseins [35]. Das markierte Casein wurde
in PBS (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) gelést und mit dem im Set enthaltenen
Puffer (pH 7, 8) auf eine Konzentration von 300 mM verdinnt. Desweiteren erfolgte die
Uberpriifung der proteolytischen Aktivitit mit fiinf MCA-markierten Peptiden. Diese
wurden bei Vorversuchen mit Aspergillus fumigatus Kulturiiberstand aus 16 Substraten
aufgrund ihrer auffallend hohen Fluoreszenzsignale ausgewéhlt. Alle MCA-markierten
Peptide wurden von PeptaNova bezogen. Die Peptide wurden in Dimethylsulfoxid (DM-
SO, Merck) gelost und bei —20°C gelagert. Die Konzentration betrug 10 mM. Diese
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Abbildung 3.1: Reaktionsprinzip der MCA-Substrate

Tabelle 3.1: Ubersicht der eingesetzten MCA-Substrate

PeptaNova Sequenz Proteasen von Katalyt. Inhibierung Lit.

Nr. Asp. spp Typ durch

3107 Boc-Phe-Ser-Arg-  unbekannt - EDTA -
MCA

3108 Suc-Gly-Pro-Leu- ~ MepB Metallo EDTA [33]
Gly-Pro-MCA

Fragment  Gly-Pro-MCA DPP IV Serin [5]

von 3108

3114 Suc-Ala-Ala-Pro- Alkaline Protease  Serin Pefabloc SC  [38]
Phe-MCA

3120 Suc-Leu-Leu-Val- unbekannt - Pefabloc SC -
Tyr-MCA

3124 Lys-Ala-MCA DPP V Serin keine Inhi- [6]

bierung

Peptide sind einer 7-Methoxycoumarin-4-yl-acetyl-Gruppe versehen, welche durch Pro-
teolyse zu 4-Methylcoumaryl-7-amid reagiert, siche Abbildung 3.1. Wie zuvor mit dem
Caseinsubstrat wurden 50 ul Probe (z.B. KU, FFE-Fraktion) 1 : 1 mit Wasser verdiinnt
und mit 50 pl einer 300 mM Substrat-Losung versetzt, anschlieend bei 37 °C iiber Nacht
inkubiert. Die Substratstammlosungen der MCA-Substrate wurden mit Proteasepuffer
(pH 7,4) auf 300 mM verdiinnt, Zusammensetzung des Puffers sieche Kapitel 6.2.
Zusétzlich wurden die Assays mit Inhibitoren durchgefiihrt. Bei gleichen Reaktions-
und Messbedingungen wurden die Inhibitoren Pepstatin (Fluka), Aprotinin, EDTA (Ro-
che), E64 (PeptaNova) und Pefabloc SC (Carl Roth) jeweils in den Konzentrationen, wie

in Tabelle 3.2 zusammengefasst, zugegeben.
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Tabelle 3.2: Ubersicht der Proteaseinhibitorkonzentrationen

Inhibitor Konzentration
Aprotinin 1 uM

EDTA 50 mM

E64 50 uM

Pefabloc SC 5 mM

Pepstatin 3 uM

3.2.3 Proteasenidentifizierung - LC/MS-Kopplung

Die Proteaseidentifikation erfolgte aus serumfreiem Kulturiiberstand. Aspergillus fumi-
gatus wurde kultiviert und der Kulturiiberstand nach vier Tagen geerntet, aufkonzen-
triert und wie zuvor beschrieben mit der FFE getrennt. Die erhaltenen FFE-Fraktionen
wurden gegen NH;HCO3, 50 mM, dialysiert. Im Anschlufl wurden zwei Arbeitsweg be-
schritten: Bei Variante 1 erfoglte ein Trypsinverdau direkt in Losung. Als zweiteswurden
die Fraktionen erneut mittels SDS-PAGE getrennt. Anschliefend erfolgte der Verdau
der einzelnen Banden unmittelbar im Gel mit Trypsin (Promega).

Die SDS-PAGE der FFE-Fraktionen wurde mit vorgefertigten Gradientengelen, 4 —
12% Bis-Tris Gele (NuPAGE, InvitrogenTM), gemaf der Herstellervorschrift durchge-
fithrt. Die Proteine konnten durch Silberfarbung sichtbar gemacht werden. Dazu wurde
das SilverQuest’ " Féarbekit verwendet (Invitrogen). Da die Silberionen wihrend der mas-
senspektrometrischen Messung storen wiirden, miissen die ausgeschnittenen Gelbanden
vor dem Trypsinverdau entfarbt werden. Das gebundene Silber wird oxidiert, ggf. kom-
plexiert und durch Waschen abgetrennt. Die Durchfithrung der Prozedur erfolgte eben-
falls mit Losungen aus dem Farbekit nach der Herstellervorschrift. Anschlieend wurden
die Gelstiicke gewaschen, mit Acetonitril (ACN) dehydratisiert und mit NH4HCOj re-
konstituiert. In Vorbereitung auf den tryptischen Verdau wurden ggf. vorhandene Disul-
fidbriicken der Proteine mit Dithiothreitol (DTT) reduziert und mit Iodacetamid alky-
liert. Trypsin wurde in der Endkonzentration von 0, 4uM eingesetzt. Als Reaktionspuffer
wurde Bicinpuffer (50 mM) aus dem Protease Monitoring Kit von LavaDigestTM verwen-
det. Nach der Inkubation tiber Nacht bei 37 °C geschah die Extraktion der Peptide mit
Ameisenséure und ACN aus den Gelstiicken nach dem Protokoll [76].

Die nano-HPLC-MS/MS-Analysen erfolgten mit einer UltiMate®1 nano-HPLC-Anlage
(Dionex) gekoppelt an ein Bruker HCT ultra Massenspektrometer (Bruker Daltonics).

Alle verwendeten Losungsmittel besaflen HPLC-Qualitat. Das Probevolumen von 5ul
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wurde auf eine PepMap100 Vorsdule C18 5 um, 100A (300 pm x5 mm, Dionex) inji-
ziert und tiber eine PepMapl00 C18 RP nano-Saule (3 um, 75 pm x15 c¢m, Dionex)
getrennt. Es wurde ein 30-miniitiger Elutionsgradient von 5% auf 62% ACN mit 0,1%
Ameisensdure mit einer Flussrate von 250 nl/min verwendet.

Die ESI-MS/MS Datenakquisation erfolgte mittels Bruker Daltonics Software esqui-
re 6.1 im Positiv-lonen-Modus mit dem nanoESI online source Modus. Die Aufnahme
der Massenspektren erfolgte mit dem ’'Standard enhanced Scan’ im Bereich m/z =
200 — 3000. 5 Scans gemittelt ergaben ein Massenspektrum. Die angelegte Spannung
des Nanosprays betrug bei allen Experimenten ~ 1,5 kV. Als Trocknungsgas wurde
Stickstoff mit einer Trocknungstemperatur von 150 °C verwendet. Als Kollisionsgas fiir
die MS2-Experimente (Modus: AutoMS(n)) wurde Helium verwendet. Dabei wurden die
zwei intensivsten Ionen mit einer Fragmentierungszeit von 0,15 min fragmentiert. Die
Auswertung der Rohdaten und die Extraktion der Masselisten fiir die Datenbanksuche
geschah mit der Bruker DataAnalysis Software Version 3.4. Die MS/MS-Daten wurden
tiber die Suchmasken MASCOT [46] und PHENYX Plattform [59] mit der Proteinda-
tenbank NCBI abgeglichen. Die Ergebisse wurden miteinander verglichen und nur die
Peptide, welche von beiden Suchmaschinen (MASCOT und PHENYX) unabhéngig von
einander gefunden wurden, als identifiziert betrachtet. Vorhersagen zur Lokalisation der
identifizierten Proteine wurden mit der Freeware WoLF PSORT II (http://wolfpsort.org)
[29] getroffen. Die isoelektrischen Punkte wurden mit dem Web-basierten Tool vom Ex-
PASy Proteomics Server [58] kalkuliert.

3.3 Massenspektrometrische Untersuchungen

3.3.1 Substratetablierung und Anpassung der Probenvorbereitung

Fir alle massenspektrometrischen Versuche wurde der Aspergillus fumigatus wie oben
beschrieben in AMM angeziichtet. Ab dem dritten Tag wurde téaglich Kulturiiberstand
abgenommen, 15 min bei 12000 x g zentrifugiert, aliquotiert und bei —20°C eingefroren.
Als gesunde Referenzseren wurden Proben von Personalarztuntersuchungen verwendet.
Zur Simulation einer Probe eines kranken Patienten wurde der Kulturtiberstand mit
Personalserum, soweit nicht anders angegeben, 1 : 1 gemischt.

Die Substrate fiir die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden extern her-

gestellt. Zunédchst von peptides&elephants hergestellt (Generation 1 und 2), wurden die
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Peptide spéter (ab Generation 3) in der Peptidsynthese-Einheit des DKFZ Heidelberg
synthetisiert. Die Peptide wurden als 4 mM Stammlosung in DMSO gelost, und bei -20
°C gelagert. Fiir die Assays wurde die Stammlosung mit Proteasepuffer auf eine Kon-
zentration von 100 uM verdiinnt und 1:1 mit 50 pul des jeweiligen Probenmaterial (KU,
Serum(1:3 verdiinnt mit PBS), S+K) gemischt. Die Inkubation erfolgte, soweit nicht
gesondert erwahnt und gekennzeichnet, iiber Nacht bei 37 °C. Im Anschluss wurden die
Proben fiir die massenspektrometrischen Messung aufgereinigt.

Begonnen wurde mit der Untersuchung der Proteaseaktivitiat des Aspergillus- Kultur-
iiberstandes, des Serums gesunder Probanden und des Kulturiiberstand-Serum-Gemisches
gegentiiber 57 Peptiden der Generation 1 (vgl. Tabelle 3.3). Als néichstes wurde das
Histidin-Tag am C-Terminus auf 10 His-Reste erweitert (Generation 2). Diese Substrat-
entwicklung erwies sich als unvorteilhaft, da der 10 His-Rest nicht stabil war. Es erfolgten
Kettenabbriiche innerhalb der Histidin-Kette.

Die Anreicherung der verdauten Substrate erfolgte mittels Nickel-Sepharose (GE Heal-
thecare). Die Probenaufarbeitung wurde wie in der Produktbroschiire beschrieben durch-
gefithrt, mit Ausnahme der Elution, welche mit 50% ACN in 0,1% TFA erfolgte. Das
Eluat der Histidinaffinitdtschromatographie wurde eingedampft und anschliefend im
Verhéltnis 1 : 10 mit ungesattigter HCCA-Losung (0,33 mg HCCA /ml hergestellt aus 1
mg HCCA /ml Acteon, aufgefiillt mit EtOH) gemischt und 1 pl auf beschichtete Stahltar-
gets (MTP AnchorChip " 600/384 T F, Bruker Daltonics®) aufgetragen. Die Methode
wurde mit Peptidkalibrationsstandard (enthaltene Peptide: Angiotensin II, Angiotensin
I, Substance P, Bombesin, ACTH clip 1-17, ACTH clip 18-39, Somatostatin 28, Masse-
bereich: ~ 1000 — 3200 Da) tiberpriift und extern kalibiert.

Der erste Versuch den N-Terminus gegeniiber Exoproteasen zu schiitzen, war das Ein-
bringen der Schutzgruppe N-Tris(2,4,6-trimethoxyphenyl)phosphin (TMPP) vor dem
Verdau. Die Synthese erfolgte wie bei Huang et al. beschrieben [31]. Die Markierung er-
folgte z. T. unzureichend und hing stark von der sterischen Umgebung des N-Terminus
ab, sodass diese Schutzgruppe schnell durch Biotin mit Aminohexansdure als Spacer
ersetzt wurde.

Die weitere Substratentwicklung ist in Tabelle 3.3 aufgezeigt. Nach dem Einbringen
von Biotin iiber Aminohexan wurden rechtsdrehende Aminosduren vor und nach dem
His-Tag eingesetzt. Ein weiterer Fortschritt zur Substratstabilitat im Serum wurde durch
das Einbringen von a-Aminobuttersdure erbracht. Diese Modifizierung wurde wie in [84]

beschrieben realisiert. Auf eine detaillierte Auflistung der untersuchten, unspezifisch ge-
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spaltenen Peptide soll hier verzichtet werden. Eine ausfiihrliche Diskussion und Beschrei-
bung dieser Substratetablierung ist in Kapitel 4.2.1 zu finden, ebenso das Ergebnis der
fir den Assay ausgewéhlten Substrate, welche in Tabelle 4.2 dargestellt sind.

Tabelle 3.3: Ubersicht der verwendeten Peptide

Generation Peptidstruktur

1 XXXXXXXXHHHHHH

2 XXXXXXXXHHHHHHHHHH

3 Bio-Ahx-XXXXXXXXHHHHHH

4 Bio-Ahx-XXXXXXXxxHHHHHHx

) Bio-Abu-Ahx-XXXXXXXXxHHHHHHx

Die Probenpréparation erfolgte wie oben schon erwahnt mit einer Substratkonzen-
tration von 100uM und einer iiber-Nacht-Inkubation. Da hier weitgehend unbekannte
Proteasen ergo unbekannte Enzymaktivitdten untersucht wurden, mussten die Reak-
tionsbedingungen zundchst abgeschatzt und auf ihre Tauglichkeit untersucht werden.
Die Wahl der relativ langen Inkubationsdauer erfolgte aufgrund des Vorsatzes, dass
die Reaktion vollstandig ablauft bzw. bei geringer Enzymaktivitdt mogliche Fragmente
mit adaquater Signalintensitdt nachweisbar sind. Die lange Inkubationsdauer erlaubt
bei stabilen Peptidfragmenten eine Signalakkumulation im Massenspektrum. Dennoch
wurden die entstandenen Fragmente zum Vergleich nach 2 h, 4 h, 6 h und iiber Nacht
(ca. 15-17 h) tberpriift. Diese Untersuchungen bestatigten die Signalakkumulation der
Fragmentpeaks. Die Inkubationsdauer wurde fiir alle Experimente beibehalten (Daten
werden hier nicht ausgewertet). Die gewahlte Substratkonzentration sollte mehreren Kri-
terien entsprechen. Zum einen sollte das Substrat in einem Uberschuss zu den Proteasen
vorliegen, sodass die Reaktionsgeschwindigkeit nicht von der Substratkonzentration ab-
hangt und das Enzym gesattigt ist. Zum anderen soll eine hohe Substratkonzentration
die Kompetition mit anderen, nattirlichen Substraten in der Serumprobe zugunsten der
Indikatorreaktion verschieben. Ebenso sollte die Substratkonzentration weit iiber der
Nachweisgrenze des Analysenverfahrens liegen und einen moderaten Verbrauch an Rea-
genzien bei der substratbasierten Probenaufarbeitung aufweisen.

Die Weiterentwicklung der Substrate bedeutete auch eine Anpassung der Probenauf-
arbeitung. Nachdem Biotin als N-terminale Schutzgruppe Verwendung fand, wurde die

serielle Aufarbeitung etabliert.

23



\

HO OH

Abbildung 3.2: Struktur der verwendeten Matrix a-Cyano-4-hydroxyzimtséure

3.3.2 Serielle Aufbereitung und massenpektrometrische

Untersuchung
Serielle Aufbereitung der verdauten Proben

1. Entfernen der biotinylierten Peptidsequenzen
Die Enfernung des unverdauten Substrats und der N-terminalen Peptidfragmen-
te erfolgte mit Streptavidin SepharoseTM(GE Healthcare). Die Sepharose wurde
zweimal mit PBS gewaschen, und anschliefend eine 1 : 1 Suspension mit PBS

hergestellt.

2. Anreichern der Histidin-markierten Peptidsequenzen
Die Anreicherung der verbleibenden Histidin-getaggten C-terminalen Peptidefrag-
mente erfolgte ebenfalls durch Affinitdtschromatographie. Hierbei wird die Kom-
plexierung von Ni?T-Ionen durch zwei Imidazol-Reste der Histidin-Seitenkette aus-
genutzt. Verwendet wurde das Metall Affinity Kit MB-IMAC SL von Bruker Dal-

tonics?

, im Folgendem als Ni?* magnetic beads bezeichnet. Die Arbeitsschritte
wurden geméafl der beigelegten Arbeitsanleitung durchgefiihrt. Die eingesetzte Pro-

benmenge betrug 30 ul.

Massenspektrometrische Untersuchungen

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden mit Bruker Daltonics® MALDI
-Massenspektrometern durchgefithrt. Als Matrix wurde «a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
(HCCA) verwendet, Abbildung 3.2.

Das Eluat der Ni** magnetic beads wurde im Verhéltnis 1 : 10 mit ungeséttigter
HCCA-Losung (0,33 mg HCCA/ml hergestellt aus 1 mg HCCA/ml Acteon, aufge-
fiillt mit EtOH) gemischt und 1 ul auf beschichtete Stahltargets (MTP AnchorChip

?Diese Separationstechnik verwendet beschichtete magnetische Kiigelchen, auf deren Oberfliche fiir
die jeweilige Anwendung weitere funktionelle Gruppen oder Molekiile 0.4. immobilisiert sind.
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600/384 T F, Bruker Daltonics®) aufgetragen. Die Methode wurde wie oben beschrieben
kalibiert.
Methodenvalidierung

Um die Methode zu iiberpriifen, wurden die Intraday- und Interday-Variation bestimmt.

Dafiir wurden folgende Proben verwendet:

gepoolter Kulturiiberstand,

ein Pool aus diversen Proben des Kollektivs 1 (1 : 3 verd., KK1P),

eine 1:1 Mischung aus den zuvor genannten Proben (S+K),

ein Serum aus dem Kollektiv 2 mit hohen Massesignalen ebenfalls 1 : 3 verd.
(KK2E),

ein einzelnes Serum aus Kollektiv 1 (1 : 3 verd., KK1E).

Die Proben wurden aliquotiert und erneut bei —20°C eingefroren. Es wurden an fiinf
Tagen jeweils fiunf Bestimmungen aus jeder Probe bearbeitet. Die Ansatze wurden in-
kubiert und wie oben beschrieben aufgereinigt.

Das Assay wurde ebenfalls an einem murinen Tiermodell untersucht. Es wurden Seren
von drei mit Aspergillus fumigatus letal infizierten Mausen verwendet. Die Mause wurden
mit Vinblastin immunosupprimiert und anschlieend mit Aspergillus-Konidien intratra-
cheal infiziert. Die Mauseseren wurden freundlicherweise von Anne Beauvais (Pasteur-
Institut, Paris/Frankreich) bereitgestellt. Weiterhin wurden Seren von gattungsgleichen,
nicht infizierten Méusen (Stamm C57BL6) als Kontrollen verwendet. Die Seren wurden
ebenfalls 1 : 3 mit PBS verdiinnt und nach dem oben aufgefiihrten Protokoll inkubiert

und aufgereinigt.

Patientenproben

Das erarbeitete massenspektrometrische Proteaseassay wurde mit Patientenproben auf

dessen Anwendbarkeit auf reales klinisches Material iiberpriift.
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Alle verwendeten Seren, mit Ausnahme von 21 Patientenseren?®, stammen aus dem
regularen Betrieb des Uniklinikums Mannheim. Fiir die Untersuchungen wurden die
Seren stets 1 : 2 mit PBS verdiinnt.

Ein Kontrollkollektiv (im Folgenden als Kontrolkollektiv 1 (KK1) bezeichnet) bestand
aus 185 Seren von gesunden Probanden. Das Durchschnittsalter in der Kontrollgruppe
betrug 50 Jahre, die Proben stammten von 165 Frauen und 20 Ménnern. Desweiteren
wurden 248 Seren von Hochrisikopatienten mit entsprechenden Symptomen verwendet
(im weiteren Verlauf als Kontrolkollektiv 2 (KK2) benannt). Die Seren stammten von
26 Frauen und 26 Ménner, das Durchschnittsalter der Gruppe war 58 Jahre. Sieben
Patienten aus dieser Gruppe wurden nach EORTC-Richtlinien [15] als Patienten mit
einer ,possible* TA eingestuft. Die Symptome weiterer vier Patienten wiesen auf eine
“probable“ TA hin (nach EORTC [15]).

Weiterhin konnten 21 Proben von fiinf gesicherten Aspergillose-Féllen mit einbezo-
gen werden (Kontrollkollektiv GW). 105 Proben von nicht-Hochrisikopatienten aus dem
Krankenhausbetrieb wurden als dritte Gruppe gemessen (im folgenden Kontrollkollektiv
3 (KK3) genannt). Die Patienten dieser Gruppe sind keine Aspergillose-Risikopatienten,
aber dennoch Patienten mit entziindlichen Erkrankungen. Die Proben wurden anhand
ihres CRP-Wertes (> 5) aus der Serumbank ausgesucht. Ein zweites Auswahlkriterium
war der Ursprung der Proben. Sie durften nicht von hdmato-onkologischen Patienten
stammen. Einzelne Krankheitsbilder wurden nicht berticksichtigt. Das Durchschnittsal-
ter in der Gruppe betrug 67 Jahre, die Proben stammten von 69 Méannern und 36 Frauen.
Die Kollektive sind aufgrund der komplexen Auswahlkriterien nicht stringent alters- und
geschlechtsgematcht. Ein Uberblick iiber die Altersverteilung bietet Abbildung 3.3.

Die Proben wurden randomisiert in kleinen Kollektiven gemessen. Die Probenmenge
betrug ca. 50-60 Proben pro Tag bzw. pro Ansatz. Ein Ansatz wurde als ,Studie” be-
zeichnet, die Anzahl der gemessenen Proben pro Studie ist in Tabelle 3.4 erfasst. Die
Anzahl der Proben pro Ansatz wurde wegen der fiinffachen Durchfithrung pro Probe (5
Substrate) auf die gerade erwédhnte Menge beschrankt. Als Qualitatskontrolle wurde bei
jeder Studie eine Dreifachbestimmung der Kontrollen (KU/KK1P/S+K) randomisiert
durchgefiihrt.

Der Galaktomannan-Test wurde mit dem Bio-rad Platelia® Aspergillus EIA Kit am
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Uniklinikums durchgefiihrt. Die

3Bereitgestellt vom Universitétsklinikum der Ernst-Moritz-Arndt-Universitit Greifswald, Klinik und
Poliklinik fiir Innere Medizin C.
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Abbildung 3.3: Altersverteilung in den Probenkollektiven. Die schwarzen Balken reprisen-
tieren das Kollektiv 2, die graue Balken das Kollektiv 3 und die weif3-
gepunkteten Balken das gesunde Kollektiv 1.

Tabelle 3.4: Ubersicht der Studienansitze der MS-Messungen

Studie Kollektiv 2 Kollektiv 1 Kollektiv 3 Kollektiv GW

I11 24 24 - -
1Y 25 25 - -
\Y 20 20 - -
VI 32 32 - -
VII 21 - 21 21
VIII 42 21 - -
IX 21 21 21 -
X 21 21 21 -
XI 21 - 21 -
XII 21 21 21 -
Gesamt 248 185 105 21

Bestimmung des C-reaktiven Proteins wurde im Zentrallabor des Instituts fiir Klinische

Chemie durchgefiihrt.
Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Treeview und Med-

calc vorgenommen.
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3.4 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie-

Untersuchungen

Fiir die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurde das Substrat 21 ausgewéhlt.
Die Sequenz wurde fiir die Untersuchungen modifiziert. Es erfolgte der Einbau von Tryp-
tophan statt Phenylalanin, da Tryptophan als Quencher fiir das Fluorophor wirken wiir-
de. Das eingesetzte Peptide hat folgende Sequenz: Alexa647-xxFKPYDAADx-Biotin (x
sind Linker gegen die sterische Hinderung). Neben der Vollsequenz wurden ebenfalls
die méglichen Fragmente synthetisiert. Die Peptide wurden am DKFZ Heidelberg* her-
gestellt. Als Fluorophor wurde Alexa Fluor® 647 verwendet. Alle Untersuchungen der
Fluoreszenzkorrelations- und Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie wurden in Got-
tingen am III. Physikalischen Institut durchgefithrt. Die Messungen wurden mit einem
Picoquant Fluorescence Lifetime System durchgefiihrt. Die Aufnahme der Fluoreszenz-
spektren geschah mit der Software SymPhoTime und die Auswertung geschah mit Mat-
lab. Es wurde die Fluoreszenz der einzelnen Fragmente sowie die Fluoreszenz der Vollse-
quenz nach tiber-Nacht-Inkubation mit Kulturiiberstand, Personalserumpool und einem

Gemisch aus beidem gemessen. Die Messzeit betrug jeweils 20 min.

4Deutsches Krebsforschungszentrum
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4 Ergebnisse

4.1 Proteaseidentifikation mittels Free flow

Elektrophorese und Massenspektrometrie

Der Zellkulturiiberstand des Schimmelpilzes Asp. fumigatus wurde zunéchst auf pro-
teolytische Aktivitédt iiberpriift. Anschlielend erfolgte eine analytische Trennung mittels
FFE. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf Proteaseaktivitdt untersucht. SchliefSlich
wurde eine Klassifizierung der Proteasen durch Zugabe verschiedener klassenspezifischer
Inhibitoren versucht. Wahrend weiterer Untersuchungen wurde der Kulturiiberstand
durch nHPLC-MS/MS Messungen mit anschlieBender Datenbanksuche auf die enthal-
tenen Proteine und Proteasen gepriift. Hierzu wurden folgende Methoden eingesetzt:
Als Trennmethoden kamen eine triagerfreie Elektrophorese (FFE) sowie die Gelelektro-
phorese zum Einsatz. Die erhaltenen Fraktionen wurden verdaut und die entstandenen
Peptide mittels nHPLC-ESI-MS/MS nochmals getrennt und detektiert. Die Auswertung
der Massenspektren erfolgte tiber einen Datenbankabgleich durch Mascot [46] und Phe-
nyx [59].

Die Untersuchungen zur Optimierung der Anzuchtbedingungen zeigten, dass Asper-
gillus Minimal Medium das effektivste der serumfreien Kulturmedien ist, siche Abbil-
dung 4.1. Die Proteaseaktivitdt des AMM-Kulturtiberstandes ist deutlich erhoht gegen-
iiber den Kulturiiberstanden der gebrauchlicheren Medien wie RPMI 1640, MEM oder
DMEM. Das Wachstum und somit auch die Proteaseausscheidung wird weiterhin durch
Zugabe von 10% FBS in allen Kulturmedien verstarkt. Dennoch soll der Vergleich von
AMM versus AMM~+10%FBS in Abbildung 4.1 an dieser Stelle gentigen, da aufgrund
der herausragenden Proteaseproduktion in diesen Medien, keine weiteren Versuche mit
den Medien RPMI 1640, MEM und DMEM durchgefithrt wurden. Dieser in der Litera-
tur schon beschriebene Effekt der Stimulation des Wachstums und der Proteasebildung

wurde mit diesen Versuchen bestétigt [25].
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Abbildung 4.1: Einfluss des Kulturmediums auf die Proteaseausscheidung des Aspergillus
fumigatus. Kulturmedien ohne Proteinzusatz: () MEM, (o) DMEM, (A)
RPMI und (A) AMM. Kulturmedien mit Proteinzusatz: (l) AMM mit
10% FBS. Die Proteaseaktivitiat im Kulturiiberstand wurde mit fluoreszenz-
markiertem Casein gemessen wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben.

Die Kulturiiberstinde aus AMM und AMM+10%FBS wurden mittels FFE im pH-
Bereich 3-10 getrennt, und die Proteaseaktivitdt in den Fraktionen mittels fluores-
zenzmarkiertem Casein als universelles Proteasesubstrat sowie verschiedenen einzelnen
MCA-Substraten bestimmt. Dabei wurde ersichtlich, dass die Signale vornehmlich im
pH-Bereich 4-6 auftraten, siche Abb. 4.2, sowie Abb. 6.1 bis 6.4 auf Seite 123 — 124. Die
meisten Proteasen sind nur in wenigen Fraktionen verteilt. Ein flacherer pH-Gradient
im sauren Bereich sollte hier zu einer erhohten Auflésung fiihren.

Die nachfolgenden Trennungen wurden daher mit einem pH-Gradient von 3,5-5,0
durchgefiihrt. Mit diesem Trennprotokoll wurden die Substrate 3107 und 3108 in Frak-
tionen aus einem engeren pH-Bereich (4,9-5,9) verdaut als die anderen Substrate, Ab-
bildung 4.3. Die Peptide 3114, 3120 und 3124 wurden im pH-Bereich von ca. 4,8-7,0
verdaut, wobei das Substrat Lys-Ala-MCA (3124) fast iiber alle FFE-Fraktionen ver-
daut wurde, Abbildung 4.3. Parallel dazu wurde die Proteaseaktivitit nach Zugabe von
Inhibitoren untersucht. Die Proteolyse der Substrate 3107 und 3108 wurde durch ED-
TA, welches hauptsichlich Metalloproteasen inhibiert, unterdriickt. Die Aktivitat gegen
die Substrate 3114 und 3120 konnte durch den Serinproteaseinhibitor Pefabloc gehemmt
werden, Abbildung 4.3. Einige Fraktionen zeigten unverandert proteolytische Aktivitét,
unabhéngig vom eingesetzten Inhibitor, z.B. Substrat 3114 bei pH 5,0-5,5; siche Abbil-
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Abbildung 4.2: Proteaseaktivitit in FFE-Fraktionen bei pH-Gradient 3-10. Die Enzymak-
tivitdt wurde gegen BODIPY-FL Casein gemessen. Fluoreszenzsignale des
Aspergillus fumigatus Kulturiiberstandes aus AMM mit (graue Balken) und
ohne (schwarze Balken) 10% FBS. Der pH-Gradient des FFE-Laufs ist durch
(A) angezeigt.

dung 4.3. Das konnte darauf hinweisen, dass die Proteasen resistent gegen die gewahlten
Inhibitoren sind. Eine breitere Palette an verfiigbaren Inhibitoren miisste untersucht wer-
den. Gerade DPP V wird nicht, wie auch diese Untersuchungen zeigten, durch géangige
Serinproteaseinhibitoren gehemmt [5]. Im Gegensatz dazu wurde in manchen Fraktio-
nen die Aktivitdt mit Substrat 3107 bei pH 5,8 durch fast alle Inhibitoren gleichzeitig
gehemmt, siehe Abbildung 4.3. Die Ergebnisse der Untersuchungen weisen darauf hin,
dass die Mehrheit der ausgeschiedenen Proteasen Metallo- und Serinproteasen sind. Eine
systematische Durchsicht der 142 bekannten und putativen Proteasen, die aktuell in der
MEROPS Datenbank gelistet sind, ergab das gleiche Ergebnis. Ca. 40% der gelisteten
Proteasen sind Metalloproteasen gefolgt von ca. 25% Serinproteasen. Einen Uberblick
iiber die prozentuale Héufigkeit der Proteaseklassen und ihrer isoelektrischen Punkte
bietet Abbildung 5.1.

Die Verbreiterung des pH-Gradienten bewirkte in diesem Fall keine Verbesserung der
Trennung der verschiedenen Proteasen. Durch das Inhibierungsmuster wurde ersichtlich
(besonders bei Substrat 3107 und 3108), dass die Proteasen, welche vorher nur in 2 — 3
Fraktionen verteilt waren, nun in 8 — 10 Fraktionen verstreut waren. Die Information
zur Proteaseaktivitit des Fluoreszenzassays blieb erhalten und es konnten die gleichen

Schlussfolgerungen gezogen werden. Dennoch ist diese breite Verteilung der Nachweis-
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reaktion per LC-MS nicht zutraglich, da die Konzentrationen der Proteasen sehr gering
sind. Daher wurden die Fraktionen fiir diese Untersuchungen wieder gepoolt. Meist wur-
den 2 — 4 Fraktionen vereint.

Die Kombination der einzelnen Methoden, FFE, Gelelektrophorese und LC-MS er-
moglicht eine hohe Auflosung des komplexen Proteingemisches indem nach mehreren
physikochemischen Eigenschaften, wie dem isoelektrischen Punkt, der Polaritiat und der
MolekiilgroBe getrennt wird. Ublicherweise wird zur Verbesserung der Trennung wiéh-
rend der FFE das Additiv Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) verwendet, welches
die Viskositat erhoht und den elektroendoosmotischen Fluss minimiert. Dennoch storte
es bei anschlieBenden LC-MS-Versuchen [47]. Daher wurde auf HPMC verzichtet. Die
Fraktionen wurden z. T. wieder gepoolt und fiir eine direkte Verwendung der Proben
fir LC-MS-Experimente mit 50 mM NH,;HCO3; umgepuffert.

Es konnten insgesamt die vier Proteasen Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) und V
(DPP V), eine alkaline Protease und die Metalloprotease B (MepB) identifiziert werden.
Mit bester Abdeckung und weitaus haufigster Detektion ist die Dipeptidylpeptidase V
die am besten nachzuweisende Protease. Die DPP V und DPP IV wurden schon frith
durch Beauvais et al. charakterisiert [5, 6]. Beide Proteasen sind Serinproteasen und
speziell DPP V spaltet bekanntermaflen Dipeptide der Konfiguration Lys-Ala, wie sie
in Substrat 3124 vorliegt, N-terminal ab [5]. Die alkaline Protease ist eine weitere Se-
rinprotease. Das fluoreszenzmarkierte Peptid Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA wird durch die
alkaline Protease abgebaut [38] (siche Substrat 3114 in Abb. 4.3). Infolgedessen wird
die Proteolyse des Substrats durch Zusatz des Serinprotease-Inhibitor Pefabloc (siehe
Abb. 4.3) unterbunden. Die theoretische molare Masse (Tabelle 4.1) ist betréchtlich ho-
her als die beobachtete Masse im SDS-PAGE-Gel. Wahrscheinlich ist das 42 kDa grofie
Protein eine inaktive Form der Protease, da viele Proteasen erst in eine aktive Form
iiberfithrt werden. Dies kann beispielsweise durch Abspaltung einiger Aminosduren ge-
schehen. Uber die Metalloprotease B (MepB) ist bisher wenig bekannt. Das Substrat
Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-MCA (Nr. 3108) enthélt das Motiv Pro-Leu-Gly-Pro, welches
durch MepB nach Leu gespalten wird [33]. Diese Spaltung allein wiirde noch keine Fluo-
reszenz erzeugen, doch das entstehende Gly-Pro-MCA wird wiederum durch DPP IV
abgebaut [6]. Die Gesamtreaktion lasst sich, wie in Abbildung 4.3 dargestellt, durch
EDTA inhibieren.
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Die DPP IV und V sind bekanntermaflen sezernierte Proteasen und wurden ebenfalls
mittels des Lokalisationsvorhersage-Tools WoLLF PSORT II als extrazellulare Bestandtei-
le erkannt. Die alkaline und die Metalloprotease wurden als zytoplasmische Bestandteile
prognostiziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Schimmelpilz sich in der sta-
tiondren Wachstumsphase befand. Neben sezernierten Enzymen konnen dann auch die
durch Zelldegradation in den Uberstand gelangten zytoplasmischen Bestandteile nach-
gewiesen werden, siehe Tabelle 4.1. Wahrend der fiir die Versuche durchgefithrten Vor-
untersuchungen wurde nicht speziell auf die Wachstumsphasen eingegangen. Aus der
Kurve der Proteaseaktivitiat in verschiedenen Kulturmedien wére die Tendenz der vier
typischen Wachstumsphasen® zu erwarten gewesen. Dies trifft aber nur teilweise zu, vergl.
Abb.4.1. Ein Vergleich zwischen Proteinaseaktivitit und der produzierten Pilzmasse bei
den Untersuchungen von Gifford et al. [25] ergab eine maximale Proteinaseaktivitit in
der spaten Log-Phase bzw. in der stationdren Phase, in Abhéngigkeit vom enthaltenen
Serum (HS, FBS) im Medium. Zusétzlich zu diesen Erkenntnissen muss fiir das serum-
freie Medium davon ausgegangen werden, dass das Proteaseaktivitdtsmaximum eher in
der spateren Wachstumsphase auftritt.

Neben diesen vier Proteasen wurden noch zahlreiche andere Enzyme und Proteine
detektiert, Tabelle 4.1. Zum Teil spielen auch diese Enzyme eine Rolle in der Immu-
nantwort wihrend des Verlaufs einer invasiven Aspergillose. Insbesondere die Cu, Zn-
Superoxiddismutase und die Katalase sind bekannte Antigene [28, 44].

Die Identifizierung der Proteasen blieb hinter den Erwartungen zuriick. Obwohl im
Fluoreszenzassay deutlich verschiedene Proteaseaktivitat zu erkennen war, scheint deren
Konzentration sich im femto- oder attomolaren Bereich zu befinden. Desweiteren konnte
der Nachweis nur im nahrstoffarmen Medium erfolgen, da die komplexe Serumzusam-
mensetzung die Sensitivitat stark beeintrachtigen wiirde. Durch die deutlich geringere
Proteasebildung im ndhrstoffarmen Medium, st6f3t man an die Grenzen der Nachweisbar-
keit. Verschiedene Publikationen zeigen u.a. die gezielte Anregung der Proteasebildung

durch ein bestimmtes Substrat im Kulturmedium [51].

1. Lag-Phase; 2. Log-Phase; 3. Stationdre Phase; 4. Sterbephase
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Fraktionen mit MCA.
fumigatus Kulturiiberstand aus AMM+10%FBS wurde mit der FFE mit pH-

Gradient 3,5-5,0 getrennt. Die Proteaseaktivitit wurde mit MCA-markierten
Peptiden gemessen, Tabelle 3.1. Parallel dazu wurde die Assays mit Inhibi-

toren durchgefiihrt. Die Darstellung wurde mit der Treeview Software [20]

Fluoreszenz der FFE
angefertigt.

Abbildung 4.3
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4.2 Massenspektrometrisches Protease-Assay

4.2.1 Aspergillus-spezifische Substratetablierung

Die Suche nach einem Substrat, welches durch Aspergillus-Proteasen spezifisch gespalten
wird, wurde mit einer Substratbibliothek aus ca. 60 Peptiden aus der Merops-Datenbank
und aus kommerziellen Substratbibliotheken (z.B. PeptaNova) begonnen. Zunéchst wur-
den diese Peptide aus ca. neun Aminosauren mit dem Affinitatstag aus sechs Histidin-
Resten synthetisiert. Die Peptide wurden in Kulturtiberstand inkubiert, um die Pro-
teaseaktivitat gegen diese Peptide zu priifen. Weiterhin wurden der Abbau der Peptide
in Serum und einem Gemisch aus Serum und Kulturtiberstand (zur Simulation einer
kranken Probe) untersucht. Im Serum gesunder Spender war dieser Peptidaufbau jedoch
nicht stabil, da der N-Terminus durch zahlreiche Serumexoproteasen frei zuganglich war,
sodass der Einbau einer N-terminalen Schutzgruppe erforderlich wurde.

Als Schutzgruppe wurde Biotin verwendet, da Biotin gleichzeitig als Affinitatstag ge-
nutzt werden kann. Der Abbau der Substrate im Kulturiiberstand geschah trotz Uber-
schuss ziigig und vollstdndig aufgrund seiner hohen proteolytischen Aktivitat. Die hohe
Affinitdt des Biotins zu Avidin und dessen Derivaten bietet eine breite Anwendung zur
Markierung, Detektion und Isolation von Proteinen. Biotin als weiteres Affinitéitstag
am N-Terminus erméglicht die Abreicherung der unprozessierten Substratmenge. Im
Kulturiiberstand-Serum-Gemisch jedoch blieb oft, durch den massiven Uberschuss an
Substrat und dem reichhaltigen Serumhintergrund, reichlich Ausgangssubstanz in Lo-
sung. Diese unverdauten Peptide verringern die Sensitivitidt der Aufreinigung (Konkur-
renz an den Bindungsstellen) sowie der massenspektrometrischen Analyse (Suppression
der Fragmentionen, sieche Abb. 4.10 Spektren I und II) der entstandenen Fragmente.
Aminohexan wurde als Abstandshalter (Spacer) eingebaut, um bessere Interaktionen
des Biotins mit dem Avidin zu erzielen, sowie die sterische Hinderung durch das Biotin-
Molekiil bei einem proteolytischen Angriff zu verringern. Die neu synthetisierten Peptide
wurden mit Biotin und dem Spacer Aminohexan am N-Terminus markiert (2. Genera-
tion).

Bei Untersuchungen mit diesen Peptiden der 2. Generation in humanem Serum zeigte
sich eine Masseverschiebung des Molekiilpeaks um Am/z = 226. Dies weist auf eine

Abspaltung des Biotins durch die Serum-Biotinidase hin [12]. Der beabsichtigte Gewinn
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an Stabilitdt und die Moglichkeit der Abreicherung der unprozessierten Substrate konnte
nicht erreicht werden.

Nach Literaturrecherche wurden zwei Schutzgruppen gewéhlt. Zum einen sollte a-
Aminobuttersdure zwischen Aminohexan und Biotin die Abspaltung des Biotins unter-
binden [84]. Als zweite Variante wurde die Verkniipfung eines Biotinyl-Cysteins iiber eine
Thioletherbindung an das folgende Peptid bzw. den Spacer in Betracht gezogen[10]. Bei-
de Moglichkeiten fiihrten zu einem befriedigenden Ergebnis: die Biotin-Peptid-Bindung
blieb intakt. Fiir die folgenden Substratsynthesen wurde a-Aminobuttersaure als Schutz-
gruppe eingesetzt. Die Peptide besafien nun folgende Sequenz (3. Generation): Biotin-
Aminobuttersdure-Aminohexan-Peptid-6His.

Da unter den untersuchten Peptiden der 3. Generation keine ausschliellich Asper-
gillus-spezifischen proteolytischen Schnittstellen ermittelt wurden, erfolgte eine weitere
Substratmodifizierung. Der Einbau von D-Aminoséduren bietet eine Moglichkeit zur Sub-
stratspezifizierung durch die Konformationsanderung innerhalb des Peptidgertists. In
natiirlichen Proteinen werden fast ausschliellich linksdrehende Aminoséuren einbezogen
und die meisten Proteasen schneiden spezifisch zwischen L-Aminosduren [64]. Dennoch
spielen rechtsdrehende Aminosduren eine wichtige Rolle z.B. als Bestandteil von bakte-
riellen Zellwénden oder bei Altersdatierungen. Als Bestandteil von Zellwdnden schiitzen
sie Bakterien und Pilze vor proteolytischem Verdau durch andere Organismen [8]. Die
Peptide wurden daher mit D-Aminosauren vor und z. T. nach dem His-Tag modifiziert.
Die Schutzgruppen und Affinitdtstags wurden beibehalten. Anschlieend wurde die pro-
teolytische Aktivitdt gegeniiber diesen Peptiden sowohl in Aspergillus-Kulturiiberstands
als auch in Serumproben von gesunden Probanden iiberpriift. Bei sechs dieser Peptide
wurde eine Differenzierung zwischen KU und KKI1P ersichtlich. Diese Peptide sind in
Tabelle 4.2 aufgefiihrt, die dazugehorigen Massenspektren (auBler die Spektren des Sub-
strats Nr. 25) in den Abbildungen 4.4 bis 4.8 dargestellt. In den Spektren der Kontrollen
KKI1P und S+K treten zum Teil (z. Bsp. mit Substrat 13 und 34) unspezifische Masse-
peaks auf. Dabei handelt es sich um Syntheseartefakte. Dies ist exemplarisch fiir Substrat
34 in Abbildung 6.5 und 6.6 auf Seite 125 dargestellt. Die eingesetzten D-Aminosduren
fir die einzelnen Substrate wurden so variiert, dass auch bei einem Multiplexansatz
die tibrig gebliebenen Ankerpeptide (His-Tag mit D-Aminosauren) sich in ihrem Masse-

Ladungs-Verhéltnis unterscheiden.
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Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Substrate mit D-Aminosduren, mit denen eine Differen-
zierung zwischen KU, KK1P und S+K moglich war. Aufgefiihrt sind die im
Kulturiiberstand und im S+K-Gemisch beobachteten Fragmentmassen, die bei
kinetischen Untersuchungen (Inkubation zwischen 2h-16h; diese Untersuchungen
werden hier nicht dargestellt) stabil nachgewiesen werden konnten. (die dazuge-
horigen Sequenzen vgl. mit den Tabellen 4.3 bis 4.7 im Folgenden auf den Seiten

70 - 74).

Peptid- Sequenzen Beobachtete Lit.!

nr. m/z

13 Bio-Abu-Ahx-RPKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 1626;  1440;

1084

21 Bio-Abu-Ahx-WKPYDAADLtnHHHHHHt 1642 -

22 Bio-Abu-Ahx-CGSHLVEAttHHHHHH 1114 Deuterolysin
(1455)

25 Bio-Abu-Ahx-AIPMSIPPyyHHHHHH? 1575 -

29 Bio-Abu-Ahx-DGVDLKTQyHHHHHHnN 1347 -

34 Bio-Abu-Ahx-GFFYTPKAvHHHHHHnN 1125 Deuterolysin
(1451)

1 Merops-Datenbanksuche mit spezifischen Schnittstellen. Hier sind nur die Proteasen aus dem
Suchergebnis gelistet, die einen Eintrag bei Aspergillus fumigatus besitzen [69].
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Abbildung 4.4: Proteolytischer Verdau der Sonde 13 (Bio-Abu-Ahx-RPKPVE-Nva-
WREAKdHHHHHH) in Kulturiiberstand (I), Personalserumpool (II) und
1: 1 Gemisch aus KU und KK1P (III). Die Proben wurden wie in Kapitel
3.3 beschrieben iiber Nacht verdaut und anschlielend mit Streptavidin und

Ni-MB aufgereinigt.

Tabelle 4.3: Fragmente der Sonde 13 Bio-Abu-Ahx-RPKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH

2660

miz

Sequenz m/z

Bio-Abu-Ahx-RPKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 28574
Ahx-RPKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 2544,6
RPKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 2431,3
PKPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 2275,2
KPVE-Nva-WREAKdHHHHHH 2178,1
PVE-Nva-WREAKdHHHHHH 2050,0
VE-Nva-WREAKdHHHHHH 1953,0
E-Nva-WREAKJdHHHHHH 1853,9
Nva-WREAKdHHHHHH 1724,8
WREAKJHHHHHH 1625,7
REAKdHHHHHH 1439,7
EAKdHHHHHH 1283.6
AKdHHHHHH 1154,5
KdHHHHHH 1083,5
dHHHHHH 955,4
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Abbildung 4.5: Proteolytischer Verdau der Sonde 21 (Bio-Abu-Ahx-
WKPYDAADLtnHHHHHHt) in Kulturtiberstand (I), Personalserumpool
(IT) und 1 : 1 Gemisch aus KU und KKI1P (III). Die Proben wurden,
wie in Kapitel 3.3 beschrieben, iiber Nacht verdaut und anschlieend mit
Streptavidin und Ni-MB aufgereinigt.

Tabelle 4.4: Fragmente der Sonde 21 Bio-Abu-Ahx-WKPYDAADLtnHHHHHH?®

Sequenz m/z

Bio-Abu-Ahx-WKPYDAADLtnHHHHHHt  2639,8
Abu-Ahx-WKPYDAADLtnHHHHHH¢ 24143
Ahx-WKPYDAADLtnHHHHHHt 2329,1
WKPYDAADLtnHHHHHH? 2216,0
KPYDAADLtnHHHHHHt 2029,9
PYDAADLtnHHHHHHt 1901,8
YDAADLtnHHHHHHt 1804,8
DAADLtnHHHHHHt 1641,7
AADLtnHHHHHH?t 1526,7
ADLtnHHHHHH? 1455,7
DLtnHHHHHH? 1384,6
LtnHHHHHHt 1269,6
tnHHHHHH¢ 1156,5
nHHHHHH? 1055,5
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Abbildung 4.6: Proteolytischer Verdau der Sonde

Streptavidin und Ni-MB aufgereinigt.

Tabelle 4.5: Fragmente der Sonde 22 Bio-Abu-Ahx-CGSHLVEAttHHHHHH

Sequenz m/z

Bio-Abu-Ahx-CGSHLVEAttHHHHHH  2263,8
Ahx-CGSHLVEAttHHHHHH 1951,9
CGSHLVEAttHHHHHH 1838,8
GSHLVEAttHHHHHH 1735,8
SHLVEAttHHHHHH 1678,8
HLVEAttHHHHHH 1591,7
LVEAttHHHHHH 1454,7
VEAttHHHHHH 1341,6
EAttHHHHHH 12425
AttHHHHHH 1113,5
ttHHHHHH 1042,5
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(Bio-Abu-Ahx-
CGSHLVEAttHHHHHH) in Kulturiiberstand(I), Personalserumpool(II)
und 1 : 1 Gemisch aus KU und KKI1P (III). Die Proben wurden, wie
in Kapitel 3.3 beschrieben, iiber Nacht verdaut und anschliefend mit
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Abbildung 4.7: Proteolytischer Verdau der Sonde 29 (Bio-Abu-Ahx-
DGVDLKTQyHHHHHHn) in Kulturiiberstand(I), Personalserumpool(II)
und 1 : 1 Gemisch aus KU und KKI1P (III). Die Proben wurden, wie
in Kapitel 3.3 beschrieben, iiber Nacht verdaut und anschlieBend mit

Streptavidin und Ni-MB aufgereinigt.

Tabelle 4.6: Fragmente der Sonde 29 Bio-Abu-Ahx-DGVDLKTQyHHHHHHnN

Sequenz

m/z

Bio-Abu-Ahx-DGVDLKTQyHHHHHHn
Ahx-DGVDLKTQyHHHHHHn
DGVDLKTQyHHHHHHn
GVDLKTQyHHHHHH
VDLKTQyHHHHHHR
DLKTQyHHHHHHn
LKTQyHHHHHHn
KTQyHHHHHHR
TQyHHHHHHn
QyHHHHHH

yHHHHHHn

2398,9
2087,0
1973,9
1858.,9
1801,8
1702,8
15878
1474,7
1346,6
12455
1117,5
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Abbildung 4.8: Proteolytischer Verdau der Sonde 34 (Bio-Abu-Ahx-
GFFYTPKAvHHHHHHn) in Kulturiberstand (I), Personalserumpool
(IT) und 1 : 1 Gemisch aus KU und KKI1P (III). Die Proben wurden,
wie in Kapitel 3.3 beschrieben, iiber Nacht verdaut und anschlieend mit
Streptavidin und Ni-MB aufgereinigt.

Tabelle 4.7: Fragmente der Sonde 34 Bio-Abu-Ahx-GFFYTPKAvHHHHHHnN

Sequenz m/z

Bio-Abu-Ahx-GFFYTPKAvHHHHHHn  2390,3
Ahx-GFFYTPKAvHHHHHHn 2078,0
GFFYTPKAvHHHHHHn 1964,9
FFYTPKAvHHHHHHn 1907,9
FYTPKAvHHHHHHn 1760,8
YTPKAvHHHHHHRN 1613,8
TPKAvHHHHHHn 1450,7
PKAvHHHHHHn 1349,7
KAvHHHHHHn 1252,6
AvHHHHHHn 1124,5
vHHHHHHn 1053,5
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Der zeitliche Aufwand der Probenvorbereitung fiir die massenspektrometrischen Mes-
sungen ist bei fiinf Substraten pro Probe relativ gro. Der Zusammenschluss einiger
Peptide als Substratgemisch ist eine Moglichkeit den Aufwand zu verringern. Dabei
muss man die ggf. auftretende lonensuppression berticksichtigen und tiberpriifen. Zu-
nachst wurden die einzelnen Eluate in verschiedenen Gemischen untersucht. Anschlie-
Bend wurden diese Mischungen verdaut und aufgereinigt. Aus diesen Untersuchungen
ergab sich, dass die Substrate 13 und 22 gemischt werden konnten. Die Substrate 25,
29 und 34 konnten ebenfalls weitestgehend ohne Intensitatsverlust gemischt werden. Die
Fragmente des Substrats 21 konnten jedoch in den Peptidgemischen nicht ausreichend
nachgewiesen werden, daher blieb dieses Substrat als Einzelansatz erhalten. Statt sechs
Ansétzen wurden nun nur drei Ansétze angefertigt.

Bei den folgenden Untersuchungen der Reporterpeptidgemische in Patientenproben
stellte sich jedoch heraus, dass die vollstandige Eliminierung unverdauter Peptide mit der
bisher angewendeten Probenaufarbeitung nicht moglich war. Der Zusammenschluss von
drei Peptiden, die eine Gesamtendkonzentration von 150uM besitzen (im Gemisch mit ei-
ner Probe), bedarf einer drastischeren Erhohung an eingesetzter Streptavidin-Sepharose.
Die Bindungskapazitat der Streptavidin-Sepharose betragt lt. Hersteller 300 nmol Biotin
pro ml Sepharose, bzw. 0,08umol BSA pro ml Sepharose. Da die verwendeten Pepti-
de gemessen an BSA relativ klein sind und daher dem ungebundenen Biotin dhneln,
wurde zur Ermittlung der einzusetzenden Menge die Bindungskapazitit des Biotins der
Bindungskapazitat der Peptide gleichgesetzt.

Die theoretisch ermittelte Menge von 20 ul Streptavidin-Sepharose fiir einen Einzelan-
satz (50 uM Substratkonzentration) reichten in der Praxis nicht aus, um das unverdaute
Substrat zu eliminieren. Durch den Matrixeffekt des Serums kann der Mehrverbrauch
nicht erklart werden, da die Biotinkonzentration im humanen Serum von ca. 244 pmol/1
[50] verschwindend gering gegeniiber der Konzentration des eingesetzten Substrats ist.
Um die vollstandige Elimination der Muttermasse im MS-Spektrum zu gewéhrleisten,
wurde die tatsachlich benétigte Streptavidinsepharosemenge fiir jedes Substrat ermit-
telt. Da Serum die geringste Proteaseaktivitit gegen die ausgewéhlten Substrate zeigt,
wurde zunéchst das Substrat in Serum gegeben und ohne Inkubation mit verschiedenen
Streptavidinmengen aufgereinigt. AnschlieBend wurden die ermittelten Mengen an einer
6h-Inkubation simtlicher Kontrollen iiberpriift. Diese Untersuchungen ergaben, dass die
zuvor kalkulierte Menge von 20 ul Streptavidin-Sepharose pro Ansatz zu gering war,
vergl. Tabelle 4.8.
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Tabelle 4.8: Ubersicht der benétigten Streptavidin-Mengen fiir die Substratdepletion in Se-
rum, ohne Inkubation.

Substratnr. Vg,cptavidin

13 70l
21 40l
22 60l
29 60l
34 40ul

Am Beispiel von Substrat 29 sollen die Ergebnisse verdeutlicht werden, Abbildung 4.9
bis 4.11. Im Kulturiiberstand ist das Substrat selbst ohne Streptavidin-Einsatz nur noch
wenig vorhanden (Substratfragment m/z = 1347, Substratmolekiilmasse m/z = 2399,
Abb. 4.9). Im Serumpool gesunder Probanden bewirkt der Einsatz einer zu geringen
Streptavidin-Sepharose-Menge die Unterdriickung des Signals des Fragments. Daraus
folgt, dass dieses Substrat im Serum nicht abgebaut wird. Aber durch die geringere Pro-
teaseaktivitat im Serum liegt viel unverdautes Substrat in Losung vor. Durch Erhéhung
des Streptavidin-Sepharose-Anteils wird der Massepeak des Fragments deutlich sichtbar.
Eine weitere Erhohung der Streptavidin-Sepharose-Zugabe bewirkt durch den Verdiin-
nungseffekt eine geringe Erniedrigung der Signalintensitét. Im S+K-Gemisch bewirkt die
Erhohung der Streptavidin-Sepharose von 30 ul auf 50 ul fast eine Verdopplung der Si-
gnalintensitét von ca. 30.000 counts auf ca. 50.000 counts. Fazit: das Substrat wird auch
im Serum, wenn auch im weitaus geringerem Mafle, verdaut (Abb. 4.10). Im Vergleich
zur Depletion ohne Inkubation wurde in diesen Versuchen selbstverstandlich weniger
Streptavidin benotigt. Die Differenzierung zwischen Serumpool gesunder Spender und
S+K-Gemisch kann nun eindeutig gewahrleistet werden.

Dieses Beispiel zeigt, wie wichtig die Depletion unprozessierter Substrate ist. Zum
einen konkurrieren wéhrend der Inkubation mit immobilisiertem Nickel intakte Substra-
te mit den Substratfragmenten um die Bindungsstellen und zum anderen spielen die je-
weiligen Molekiileigenschaften auch bei der Ionenbildung wéhrend des MALDI-Prozesses
eine wichtige Rolle. Diese Untersuchungen zeigten weiterhin, dass in den Kontrollen mit
Substrat 25 keine Differenzierung zwischen Serumpool gesunder Probanden und der Se-
rumprobe mit untergemischtem Kulturiiberstand moglich ist. Es war nicht geeignet fiir
weiterfithrende Studien. Fiir alle Substrate wurde wahrend der Probenvorbereitung der

folgenden Untersuchungen 60 pl Streptavidin-Sepharose fiir die Depletion eingesetzt.
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Im Zuge der Multiplexexperimente wurde untersucht, ob die Fragmente der Substrate
in verdinntem Kulturtiberstand und im S+K-Gemisch in einem geringeren Verhéltnis
nachweisbar sind. Dazu wurde das Substratgemisch aus 29 und 34 in fiinffach, zehnfach
und zwanzigfach verdiinnten Kulturiiberstand (verd. mit PBS) mit Substrat inkubiert
(iber Nacht) und aufgereinigt. Der Kulturiiberstand wurde ebenfalls in den gerade ge-
nannten Verdiinnungen in Serum eingespikt und wie fiir KU zuvor beschrieben behan-
delt. Die Fragmente der Substrate 29 und 34 konnten noch in zehnfach verdiinntem KU,
sowie im S+K-Gemisch Verhéltnis 10:1 nachgewiesen werden, siehe Abbildung 6.7 und
6.8 auf Seite 126.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Ni?* magnetic beads im Uberschuss vorliegen und
eine vollstandige Anreicherung des Substrats gegeben war. Dazu wurde eine beliebige 100
uM Substratlosung mit 1 : 1 mit PBS verdiinnt (50 uM) und mit verschiedenen Volumina
Ni?* magentic bead Suspension gemafl der Arbeitsanleitung des Metall Affinity Kit MB-
IMAC SL angereichert. Die MALDI-Praparation erfolgte wie in Kapitel 3.3 beschrieben.
Die Massenspektren zeigen bei allen Volumina dhnliche Intensitéten, siehe Abbildung 6.9
auf Seite 127. Wobei bei 15 pl Bead-Suspension die Intensitéit eine Erhohung aufweist.
Diese liegt innerhalb des Fehlerbereichs und ist vermutlich auf den Ionisationsprozess
und/oder die Spotpréiparation zuriickzufiihren. Der Uberschuss an Ni** magnetic beads

ist gegeben.
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Abbildung 4.9: Verdau der Sonde 29 im Kulturiiberstand ohne Streptavidinaufreinigung.
Substratfragment m/z = 1347, Substratmolekiilmasse m/z = 2399.
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Abbildung 4.10: Streptavidinkonzentrationsreihe zur Abreicherung der Sonde 29 im Serum.
Inkubationszeit 6h, Peptidanreicherung mit Ni-MB. Spektren-Reihenfolge
von oben nach unten: I. Serum ohne Streptavidinzugabe, Serum nach 30
(IL.), 40 (III.) und 50 pl (IV.) Streptavidinzugabe. Substratfragment m/z =
1347, Substratmolekiilmasse m/z = 2399.

Aufgrund des Einflusses der Probenvorbereitung auf die erhaltenen Massenspektren
mit der MALDI-MS (in Form von Ionensuppression) wurde von dem Multiplex-Verdau
abgesehen. Eine Alternative zur bisher gewédhlten Probenbearbeitung konnte hier die
Untersuchung mittels LC-MS-Kopplung sein, da fiir ein schnelles und einfaches Assay
der Einzelansatz einer Probe mit den fiinf Substraten zu langwierig und zu vielschichtig
ist. Weitere Vorteile einer LC-MS-Methode sind die Moglichkeit einer besseren Quan-
tifizierung der Proben sowie die Minimierung der Ionensuppression durch vorgeschal-
tete chromatografische Trennung der Fragmente. Erste Tests zeigten vielversprechende
Ergebnisse (hier nicht aufgefiihrt), doch die Methode muss im Bezug auf das Eluti-
onsverhalten der Peptide optimiert werden. Nach der Proteolyse der Substrate werden
iiberwiegend die Affinitatstags aus sechs Histidin plus maximal drei weiteren Amino-
sauren detektiert. Die verbleibenden Peptide sind sich in ihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften sehr ahnlich. Bei der verwendeten RP (Reversed Phase)-Séaule verursacht
diese starke Ahnlichkeit eine Koelution der Peptide. Weiterhin besitzt Histidin eine po-
lare Seitenkette, die wenig mit dem Sdulenmaterial wechselwirkt und somit die Peptide

eine geringe Retentionszeit erreichen.
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Abbildung 4.11: Streptavidinkonzentrationsreihe zur Abreicherung der Sonde 29 in S+K.
Inkubationszeit 6h, Peptidanreicherung mit Ni-MB. Spektren-Reihenfolge
von oben nach unten: S+K ohne Streptavidinzugabe, S+K nach 30 (II.), 40
(III.) und 50 pl (IV.) Streptavidinzugabe. Substratfragment m/z = 1347,
Substratmolekiilmasse m/z = 2399.
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Auch wenn die zeit- und ggf. materialsparende praktische Umsetzung der Multipara-
meteranalytik hier nicht erfolgreich verwendet werden konnte, so ist eine multiparame-
teranalytische Auswertung der erhaltenen Daten aus den Einzelansidtzen moglich, siehe
in Kapitel 4.2.4.

4.2.2 Reproduzierbarkeit/Interday- und Intraday-Varianz

Es wurden an fiinf Tagen jeweils finf Proben Kulturiiberstand (KU), Pool aus diversen
Proben des Kollektivs 1 (KK1P), ein 1 : 1 Gemisch S+K, eine einzelne Probe des Kol-
lektivs 1 (KK1E) und eine KK2-Probe (KK2E), die in vorherigen Untersuchungen hohe
Proteaseaktivitit aufwies, inkubiert, aufgereinigt und wie zuvor beschrieben gemessen.
Die Ubersicht der intraday-Variation ist in den Tabellen 6.1 bis 6.4 auf Seite 119 bis 122
zu finden.

Die Reproduzierbarkeiten der unterschiedlichen Fragmente sind abhéngig von der Si-
gnalintensitéit der jeweiligen Peaks. Beispielsweise waren fiir das Fragment 1642 des Sub-
strat 21 die intraday-Variationskoeffizienten (CV) in der Probe KK2E zwischen 21—48%,
im KU zwischen 12 —53% und im S+K zwischen 31 —49%. In den Proben, die das gesun-
de Kollektiv darstellten, wie KK1P und KK1E schwankte der CV zwischen 39 — 180%
und 11 — 133%, bei beiden Gruppen mit Ausreifiern des CVs von weit tiber 100%, siche
Tabelle 6.1 Seite 119. Die interday-Variation des Massepeaks 1642 des Substrats 21 spie-
gelt den gleichen Trend wieder. Die Varianz bewegte sich zwischen 33 und 143%, siehe
Tabelle 4.9. Im KU, der Probe KK2E und im S+K-Gemisch variiert der CV zwischen
33-43%. Die interday-Varianz der Messungen in KK1P und der KK1E sind dhnlich hoch
wie die intraday-Varianz.

Die Auswertung der interday-Varianz der Fragmente der Substrate 29 und 34 ergab
ein dhnliches Ergebnis wie zuvor bei Substrat 21. Im KU, in der Probe KK2E und im
S-+K-Gemisch sind die Koeffizienten akzeptabel, in KK1P und der KK1E sind die Koef-
fizienten weitaus hoher. Fiir die Fragmente des Substrats 29 wurden CVs zwischen 33%
und 82% ermittelt. Besonders das Fragment 1347 in der Probe KK2E fallt durch dessen
hohen CV von 200% auf. Das um drei Aminosauren groffere Fragment 1703 dagegen be-
sitzt eine Varianz von lediglich 33%, siehe Tabelle 4.11. Moglichweise ist die spezifische
Schnittstelle der Protease eine andere als bisher angenommen, obwohl dieses Fragment
im KU nicht nachweisbar ist. Diese Problematik wird nachfolgend ausfithrlicher disku-

tiert.
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Tabelle 4.9: Statistische interday-Auswertung des Fragments 1642 des Substrates 21. Es wur-
den an 5 Tagen jeweils 5 Bestimmungen durchgefiihrt. Es wurden folgende Pro-
ben verwendet: eine Probe aus dem Kollektiv 2 (KK2E), eine Probe des Kollek-
tivs 1 (KK1E), ein Pool aus verschiedenen Aspergillus-Kulturtiberstdnden (KU),
ein Pool aus Proben des Kollektivs 1 (KK1P), und eine 1:1 Mischung aus den
beiden letztgenannten Proben (S+K).

Probe Median STABW CV[%]
KK2E 11108,2  4674,8 42,1
KK1E 2766,2 3974,6 143,7
KU 38123,1 12758,1 33,5
KK1P 827.0 4315 522
S+K  20402,2  8788,6 43,1

Der interday-Variationskoeffizient des Fragments 1125 des Substrats 34 ist im KU
35,6% und im S+K-Gemisch 47%, siehe Tabelle 4.12. Auch bei diesen Untersuchungen
sind die hochsten Koeffizienten die der Signale in KK1P und der KK1E. In der Probe
KK2E betrug der Variationskoeffizient 90%.

Sowohl die intraday- als auch die interday-Variation des Fragments des Substrats 22
sind in allen Proben aufler in der Probe KK2E sehr hoch. Die Signale in den Kontrollen
waren zu niedrig. Im KK1P waren schwache Signale zu erwarten, doch im KU und S+K-
Gemisch sind die Signale gewohnlich hoher, vgl. Abb. 4.6. Moglicherweise fand wahrend
der Anzucht des verwendeten KU weniger Proteasebildung statt als in den bisher bzw.
nachfolgend verwendeten Kulturiiberstdnden. Die interday-Variation des Signals in der
Probe KK2E betrug ca. 42%, siehe Tabelle 4.10.

Die Reproduzierbarkeitsuntersuchungen zu Substrat 13 waren ebenfalls stark von
Schwankungen, hoher Varianz, gepréigt. Weiterhin ist ein Vergleich der Fragmente schwie-
rig, da im KU andere (grofiere) Fragmente auftraten als z.B. in einer Probe KK2E. Das
vorherrschende Fragment in Serumproben mit Proteaseaktivitiat war das Ankerpeptid.

Diese Problematik wird im Folgenden noch diskutiert.
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Abbildung 4.12: Grafische Darstellung der interday-Prézision des Fragments 1642 des Sub-
strats 21

Tabelle 4.10: Statistische interday-Auswertung des Fragments 1114 des Substrates 22. Es
wurden an 5 Tagen jeweils 5 Bestimmungen durchgefiihrt. Es wurden folgende
Proben verwendet: eine Probe aus dem Kollektiv 2 (KK2E), eine Probe des Kol-
lektivs 1 (KK1E), ein Pool aus verschiedenen Aspergillus-Kulturiiberstdnden
(KU), ein Pool aus Proben des Kollektivs 1 (KK1P), und eine 1:1 Mischung
aus den beiden letztgenannten Proben (S+K).

Probe Median STABW CV|[%]
KK2E 10788,9  4505,9 41,8

KKI1E 159,5 230,1 144.3
KU 1893,8 3184,7 168,2
KK1P 227,2 1261,9 239,4
S+K 852,5 1454,9 170,7
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Abbildung 4.13: Grafische Darstellung der interday-Prézision des Fragments 1114 des Sub-
strats 22

Tabelle 4.11: Statistische interday-Auswertung der Fragmente 1347 und 1703 des Substra-
tes 29. Es wurden an 5 Tagen jeweils 5 Bestimmungen durchgefiihrt. Es wur-
den folgende Proben verwendet: eine Probe aus dem Kollektiv 2(KK2E), eine
Einzelprobe des Kollektivs 1(KK1E), ein Pool aus verschiedenen Aspergillus-
Kulturtibersténden (KU), ein Pool aus Proben des Kollektivs 1(KK1P), und
eine 1:1 Mischung aus den beiden letztgenannten Proben (S+K).

Probe Median STABW CV[%]
Fragment 1347

KK2E 533,3 1069,0 2005
KKIE 4135 315,6 76,3
KU 36907,1 146055 39,6
KK1P 2451,8 1450,2 59,1

S+K 35376,7 13243,8 37,4
Fragment 1703

KK2E 24021,3 8037,8 33,5

KKI1E 7275,9 2876,0 39,5

KU 0 0 -
KKIP  6586,5  5383,8 81,7
S+K 1102,9 765,2 69,4
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Tabelle 4.12: Statistische interday-Auswertung des Fragments 1125 des Substrates 34. Es
wurden an 5 Tagen jeweils 5 Bestimmungen durchgefiihrt. Es wurden fol-
gende Proben verwendet: eine Einzelprobe aus dem Kollektiv 2 (KK2E), ei-
ne Probe des Kollektivs 1 (KK1E), ein Pool aus verschiedenen Aspergillus-
Kulturtibersténden (KU), ein Pool aus Proben des Kollektivs 1 (KK1P), und
eine 1:1 Mischung aus den beiden letztgenannten Proben (S+K).

Probe Median STABW CV[%]
KK2E  9264,5  8357,3 90,2
KK1E 303,2 523,9 172,8
KU  39980,2 14241,2 35,6
KKIP 23219 23902 1029
S+K  37627,8 17702,3 47,0
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Abbildung 4.14: Grafische Darstellung der interday-Prézision der Fragmente 1347 und 1703
des Substrats 29
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Abbildung 4.15: Grafische Darstellung der interday-Prézision des Fragments 1125 des Sub-
strats 34

4.2.3 Einsatz der Substrate in murinen Proben

Der Reporterpeptidmix der Substrate 13, 21, 22, 29 und 34 wurde ebenfalls in Seren
Aspergillus-infizierter Mause und gesunder Mause (gleichen Stammes) inkubiert und ge-
messen. In allen Proben, sowohl von gesunden als auch von infizierten Tieren, konnten
bei allen Substraten (aufier Substrat 22) die entsprechenden Fragmente detektiert wer-
den.

Bei Substrat 13 wurden mehrere Fragmentpeaks detektiert, Abb. 6.22, Seite 136. Das
Fragment des Substrates 21 m/z = 1642, welches durch Aspergillus-Proteasen entsteht,
war in allen Proben deutlich sichtbar, Abb. 4.16. Auch alle Massenspektren der Verdaus
mit dem Substrat 29 wiesen das Aspergillus-spezifische Fragment von m/z = 1347 auf,
Abb. 6.23 auf Seite 137. Im Verdau des Substrates 34 wurde ebenfalls sowohl in gesunden
wie auch infektiosen Proben das Fragment m/z = 1125 detektiert, siche Abb. 6.24 auf
Seite 138.

In den Ansétzen des Substrats 22 wurden weder im Serum der infizierten noch im
Serum der gesunden Mausen Fragmente nachgewiesen. Es konnten keine auswertba-
ren Spektren aufgenommen werden. Diese ersten Versuche wurden durch Vergleichs-

messungen mit Mauseseren aus dem hauseigenen Tierstall bestédtigt. Das Serum der
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mafgeblich nicht infizierten Mause zeigt die gleiche Proteaseaktivitidt wie der Aspergil-
lus-Kulturiiberstand. Eine Differenzierung zwischen Proben der infizierten Méause und
gesunden Méuse war nicht moglich. Das Proteasemilieu im Méuseserum scheint sich,
im Vergleich zu dem im humanen Serum, wesentlich zu unterscheiden. Die verwende-
ten Substrate haben fiir Mauseserum eine unzureichende diagnostische Spezifitdt und

konnen daher hier nicht angewendet werden.
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Abbildung 4.16: Massenspektren der verdauten Sonde 21 nach Inkubation in Seren Asper-
gillus-infizierter Mause und gesunder Mause. Spektren I.-ITI. Inkubation in
infektitosem Seren, gefolgt von IV.-VI. Inkubation in Seren gesunder Mause.

4.2.4 Patientenmessungen

Vom Universitatsklinikum Greifswald wurden freundlicherweise 21 Seren von fiinf Pati-
enten, die an einer invasiven Aspergillose erkrankten und verstarben, freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt. Alle Seren wurden mit den Substraten inkubiert und gemessen.
Aber fiir die Auswertung wurde nur eine begrenzte Anzahl der Proben verwendet, siehe
Tabelle 4.13. Diese Einschriankung begriindet sich wie folgt: Die Proben der Patienten
stammen aus unterschiedlichen Zeitraumen und bei einigen Proben konnte das Abnah-
medatum nicht mehr nachvollzogen werden. Wie in Tabelle 6.6 auf Seite 154 dokumen-

tiert, ist das Probenahmedatum einer Probe des Patienten 1 unbekannt. Das gleiche gilt
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Tabelle 4.13: Verwendete Proben fiir das Kollektiv der proven-Aspergillose-Fille. (Kontroll-
kollektiv GW)

PROVEN:

STUDIE-VII-GWO01
STUDIE-VII-GW02
STUDIE-VII-GW05
STUDIE-VII-GW06
STUDIE-VII-GWO07
STUDIE-VII-GW08
STUDIE-VII-GW12
STUDIE-VII-GW13
STUDIE-VII-GW14
STUDIE-VII-GW15
STUDIE-VII-GW19

fiir eine Probe des Patienten 2. Das Probedatum der zweiten Probe des Patienten 4 ist
nicht mehr nachvollziehbar, da das angegebene Datum der Folgetag des Todestags ist.
Auch diese Probe kann nicht berticksichtigt werden. Es ist weiterhin nicht sinnvoll, alle
Proben von Patient 4 miteinzubeziehen. Proben, welche ein halbes Jahr vor der Diagnose
der TA im Februar 2001 abgenommen wurden, spiegeln nicht den Zustand der gesicher-
ten TA wieder, da zu diesem Zeitpunkt hochstwahrscheinlich keine systemische Infektion
vorlag. Die Dauer zwischen Beginn der IA und Todeszeitpunkt kann laut Literaturstel-
len zwischen einer Woche und drei Monaten variieren [41, 48, 56, 60]. Ahnlich verhélt es
sich mit den Proben von Patient 5. Drei der vier Serumproben sind tiber vier Monate vor
dessen Tod abgenommen worden. Das Datum des zur IA-Diagnose fithrenden CT s ist
nicht bekannt. Aus diesen Einschrankungen ergab sich, dass nur Serumproben mit einem
maximalen Alter von sechs Wochen vor Todeszeitpunkt im proven-Kollektiv eingehen,
vergl. Tabelle 4.13. Es handelte sich um 11 Proben von fiinf Patienten.

Die Massenspektren der proven-Aspergillosefille zeigen nicht durchgehend hohe Si-
gnale der Fragmentpeaks. Nur acht der 11 Proben zeigten erhohte Proteaseaktivitat
gegen die ausgewédhlten Substrate. In den Serumproben der Patienten 1 und 5 konnte
nur wenig bis keine Proteaseaktivitit nachgewiesen werden. Alle MS-Daten der Proben
der Patienten 2, 3 und 4 zeigten hohe Signale der Fragmentpeaks.

Neben der Einzelauswertung (grafisch und mittels Grenzwertoptimierung) der jeweili-
gen Substratfragmente wurde weiterhin eine Auswertung der Fragmente aller Substrate

zusammen als multiparametrischer Ansatz durchgefiihrt. Fiir die statistische und grafi-
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sche Auswertungen der Daten wurden die Programme MedCalc und Eisen Lab Software
Cluster und Treeview [20] verwendet.

Die grafische Auswertung erfolgte mittels Treeview. Die Fragmentintensitéiten aus den
proven-Aspergillose-Proben wurden den Fragmentintensitdten der Proben der verschie-
denen Kollektive (1-3) gegeniibergestellt, siehe Abbildungen 6.48-6.50 auf den Seiten
151-152. Als Kontrast wurde die Intensitdt 30.000 eingestellt. Das heiflt, Intensitaten
ab 30.000 counts sind rot dargestellt. Geringere Werte sind durch Farbabstufungen ge-
kennzeichnet. Anschlieend sollte eine Clusteranalyse kléren, ob diese Muster fiir eine
Klassifizierung ausreichend sind, bzw. die Proben den Kollektiven durch die Fragment-
intensitaten zugeordnet werden kénnen.

Fiir eine weitere Einzelauswertung durch Grenzwertoptimierung (ROC (Receiver Ope-
rating Characteristic)-Kurven) aller Substrate wurde Medcalc verwendet. ROC ist die
Berechnung der jeweiligen Sensitivitdat und Spezifitdt fiir jeden moglichen Grenzwert
(hier die Signalintensitéten der Massenspektren) bzw. fir dessen resultierende relative
Héufigkeitsverteilung. In der ROC-Kurve wird die Sensitivitat (die relative Haufigkeit
aller richtig positiven Testergebnisse) tiber dem Wert 1-Spezifitét (relative Haufigkeit
aller falsch positiven Testergebnisse) aufgetragen. Im besten Fall erhélt man eine para-
belartige, gekriimmte Kurve im linken oberen Teil des Diagramms. Dann sind Spezifitat
und Sensitivitdt hoch. Um die Leistungsfahigkeit eines Klassifikators auf einen Wert zu
reduzieren, wird die Flache unter der ROC-Kurve berechnet. Die sogenannte ,area under
curve“(AUCQC) ist ein Ma$ fiir die Giite des Tests. Es sollte Werte zwischen 0,5 und 1 an-
nehmen, wobei ein hoherer Wert eine bessere Giite der Klassifizierung anzeigt. Anhand
des Fragments 1642 des Substrats 21 sollen die Ergebnisse veranschaulicht werden.

Die ROC-Kurven der Kollektivvergleiche proven-Falle versus Kollektiv 1 und proven-
Falle versus Kollektiv 3 liegen relativ flach an der Winkelhalbierenden (Abb. 4.17A und
4.18A. Der AUC-Wert fiir das Fragment 1642 KK GW versus KK 1 betragt ca. 0,83
und fiir KK GW versus KK 3 0,79; siehe Tabelle 4.16. Insgesamt ist das Fragment des
Substrats 21 der beste Klassifizierer. Bei der Vorhersage aus der Gesamtheit des gesunden
Kollektivs 1 und den proven-Proben ist weiterhin das Fragment 1703 des Substrats 29 ein
besserer Klassifikator als die Fragmente der restlichen Substrate (vergl. Tabelle 4.16).
Fir die Vorhersage aus der Gesamtheit des Kollektivs 3 zusammen mit dem proven-
Kollektiv ist ebenfalls das Fragment des Substrats 21 der beste Klassifikator.

Die Klassifizierung der einzelnen Kollektive gegeneinander erfolgte mittels Cluster.
Zunéchst wurden die Daten des Kollektivs GW den Proben des gesunden Kollektivs
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Abbildung 4.17: ROC-Kurve des Fragments 1642 der Sonde 21. (A) KK GW vs. KK 1, (B)
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Abbildung 4.18: ROC-Kurven des Fragments 1642 der Sonde 21. (A) KK GW vs. KK 3, (B)
KK 4 vs. KK 3
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Tabelle 4.14: Zusammenfassung der Cluster-Analyse der MS-Signale des Kontrollkollektiv
GW versus KK1, KK2, KK3.

Proben Richtig positiv Falsch negativ | Sensitivitit
Falsch positiv Richtig negativ | Spezifitat
11 KK GW 8 3 73%
185 KK1 50 135 73%
11 KK GW 8 3 73%
105 KK3 32 73 70%
11 KK GW 8 3 73%
196 KK2 92 104 53%

(Kollektiv 1) gegeniibergestellt. Die oben beschriebene Inhomogenitét der MS-Signale
wirkte sich auch auf die Klassifizierung aus. Die drei Proben ohne Signale werden falsch
klassifiziert. Die Differenzierung zwischen den proven-Serumproben und Kollektiv 1 (185
Proben) gelang mit einer Sensitivitat von 73% und einer Spezifitat von 73%. Der Ver-
gleich der KK 3-Proben (Seren von nicht-Hochrisikopatienten) mit den 11 Proben der
proven-Aspergillose-Falle resultierte in einer Sensitivitat von 73% und einer Spezifitiat
von 70%. Die Klassifizierung der proven-Seren aus dem Probenpool des Kollektivs 2
(Hochrisikopatienten) erfolgte mit 73% Sensitivitat und 53% Spezifitat, siehe Tabelle
4.14. Die Einordnung der Proben in die jeweilige Klasse durch die Clusteranalyse kann
mittels Treeview visualisiert werden. Dies ist exemplarisch fiir die Clusteranalyse mit
den KK1 und KK GW im Anhang dargestellt, siehe Abbildung 6.51 auf Seite 152. Dar-
gestellt sind logarithmische Werte, die aus den experimentellen Messdaten hervorgehen.
In Klasse 1 wurden alle Proben ,nicht krank® durch den Cluster-Algorithmus sortiert.
Klasse 2 enthélt Proben, die als ,krank® angesehen werden. Die Darstellung verdeutlicht
die erhaltenen Werte der Spezifitat und Sensitivitat. Drei der proven-Proben werden als
yhicht krank klassifiziert. Hingegen werden einige Proben des KK1 aufgrund ihrer hohen
Signalwerte als , krank® eingestuft, vergl. Abbildung 6.51 auf Seite 152.

Da entgegen den Erwartungen nur ein Teil der proven-Serumproben deutliche MS-
Signale lieferte, wurde zum Vergleich der Galaktomannan-Wert nachtréiglich bestimmt.
Nur bei drei der 11 Proben verlief der Galaktomannan-Test (GM-Test) positiv. Die Wer-
te waren in den Proben mit den hochsten MS-Signalen zu finden. Gegentiber dem mas-
senspektrometrischen Proteaseassay ist die Sensitivitat des GM-Test mit 27% weitaus
geringer, siehe Tab. 6.6 auf Seite 154. Die Spezifitat des GM-Test ist hoher als die des

massenspektrometrischen Assays. Da hier kein anderes Kontrollkollektiv mit dem Test
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tberprift wurde, kann die Sperzifitdt des massenspektrometrischen Assays nur mit der
Angabe des Herstellers von 90,5% verglichen werden.

Wihrend der einzelnen Studienansitze wurden Kontrollen mitgefiihrt. Einen Uber-
blick iiber die gemessenen Signalintensitaten und der interday-Varianz der Kontrollen
geben die Abbildungen 6.25 bis 6.28 auf Seite 138 bis 140. Die Varianz im Kulturiiber-
stand ist bei den Substraten 21, 29 und 34 dhnlich wie bei den Reproduzierbarkeitsex-
perimenten bei ca. 33%. Die Varianz im Serumpool ist aufgrund der niedrigen Signa-
le ebenfalls dhnlich hoch. Aufféllig ist die hohere Varianz der Messsignale im Serum-
Kulturiiberstand-Gemisch im Vergleich zu den Varianzen, welche in den Reproduzier-
barkeitsexperimenten bestimmt wurden. Besonders die Varianz in den Kontrollen der
Substrate 13 und 22 ist hoch, vergl. Tabelle 6.5. Moglicherweise ist die Varianz inner-
halb dieser Kontroll-Proben hoher, da die Proben eine grofiere Verschiedenheit repra-
sentieren. Wahrend fiir die Reproduzierbarkeitsexperimente jeweils die gleiche Probe
fiir alle 25 Experimente verwendet wurde, stammten die Proben fiir die Kontrollen aus
verschiedenen Originalproben.

Die Varianz der MS-Signale sowie die geringe Anzahl der gesicherten Positiv-Proben
erschwert eine griindliche Auswertung der Anwendbarkeit des Assays. Aus den proven-
Proben und Proben aus KK2, die nach EORTC-Richtlinien als probable eingestuft wer-
den konnten, wurde ein viertes Kollektiv erstellt, vgl. Tabelle 6.7. Die Anzahl der Proben
der probable-Falle ist 52 und stammen von 4 Patienten. Mit den Daten dieses Proben-
pools wurde ebenfalls eine multiparametrische Clusteranalyse und eine Einzelauswertung
der Substrate mittels ROC durchgefiihrt. Die Klassifizierung des Kollektivs 4 gegeniiber
Kollektiv 1 erfolgte mit einer Spezifitat 81% und einer Sensitivitdt 85% und konnte
somit verbessert werden. Die Sensitivitat der Klassifizierung der proven-probable-Seren
gegeniiber dem Kollektiv 2 verschlechterte sich, da einige der KK2-Proben ebenfalls hohe
Signale lieferten und nun KK2 insgesamt betrachtet eine genauso inhomogene Signal-
intensitatsverteilung besafl. Die Spezifitat blieb gleich. Die Clusteranalyse ergab eine
Spezifitat von 57% und eine Sensitivitat von 57%. Die Proben des Kollektivs 3 konnten
mit einer Sensitivitat von 41% und einer Spezifitat 70% von dem KK 4 unterschieden
werden. Grund der Verschlechterung der Sensitivitat ist, wie zuvor bei dem Vergleich
mit KK2, die eine breitere Streuung der Signalintensititen der zusétzlichen probable-
Proben, welche auch nicht durchgehend hohe Fragmentsignale in den Massenspektren
aufweisen. Die Klassifizierung der Proben des KK4 vs. KK1 in die jeweilige Klasse ist

ebenfalls exemplarisch mit Treeview im Anhang dargestellt, sieche Abbildung 6.52 auf
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Seite 153. In Klasse 1 sind iiberwiegend alle Proben des KK1 (,nicht krank“) durch
den Cluster-Algorithmus sortiert. Klasse 2 enthélt vornehmlich proven- und probable-
Proben des KK4. Wie schon zuvor bei der Auswertung der Daten der proven-Proben
mit dem KK1 werden nun auch probable-Proben aufgrund der geringen Intensitat der
Messsignale falsch klassifiziert. Hingegen werden weniger Proben des KK1 als ,krank®
eingestuft, vergl. Abbildung 6.52 auf Seite 153.

Diesen Ergebnissen wurden ebenfalls die Ergebnisse des Galaktomannan-Tests gegen-
iibergestellt. 23 von 63 Seren wiesen einen GM-Wert grofler 0,5 auf. Die Sensitivitét
des GM-Test betragt fir das proven-probable-Kollektiv 36%. Dies zeigt, dass das mas-
senspektrometrische Assay fir die beiden verwendeten Modelle eine wesentlich bessere
Sensitivitat aufweist. Ausgehend von der Spezifitatangabe des Herstellers (90,5%) er-
reicht der GM-Test erneut eine hohere Spezifitat, da im Zuge dieser Experimente kein
weiteres Kontrollkollektiv untersucht wurde.

Im Vergleich zwischen massenspektrometrischen Assay und Galaktomannan-Assay
weist das MS-basierte Assay in beiden Modellen eine bessere Sensitivitit auf.

Die Veranderung des vergroflerten Positiv-Kontrollkollektivs KK4 ist auch in den
ROC-Kurven zu erkennen. Die Kurven der Kollektivvergleiche proven- und probable-
Falle gegen Kollektiv 1 und proven- und probable-Félle versus Kollektiv 3 liegen nun
hoher iiber der Winkelhalbierenden (Abb. 4.17B und 4.18B) als zuvor. Die AUC-Werte
fiir das Fragment 1642 bei beiden Vergleichen sind deutlich hoher. Der AUC-Wert fiir
das Fragment 1642 KK 4 versus KK 1 betragt nun ca. 0,91 und fiir KK 4 versus KK
3 0,85; siehe Tabelle 4.16. Weiterhin sind das Fragment 1114 des Substrats 22 und die
Fragmente des Substrats 34 gute Klassifikatoren zur Vorhersage der positiven ("kran-
ken") Proben aus der Gesamtheit des gesunden Kollektivs 1. Fiir die Vorhersage aus
der Gesamtheit des Kollektivs 3 zusammen mit dem proven/probable-Kollektiv ist noch
immer das Fragment des Substrats 21 der beste Klassifikator, sieche Tabelle 4.16. Die
Giite des Klassifikators ist also abhangig vom Vergleichskollektiv. Daraus wird ersicht-
lich, dass fiir diese Problematik ein einzelnes Reporterpeptid nicht ausreicht, um fiir alle

Proben die gleiche hohe Genauigkeit zu gewahrleisten.

Untersuchungen der Korrelation C-reaktives Protein zu MS-Signal-Intensitat

Das Kontrollkollektiv 3, Seren von nicht-Hochrisikopatienten z.B. aus Chirurgie oder

Gynékologie, zeigten teilweise ebenfalls hohe Signalintensitdten. Um eine Korrelation der
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Tabelle 4.15: Zusammenfassung der Cluster-Analyse der MS-Signale aus Kontrollkollektiv 4
versus KK1, KK2, KK3.

Proben Richtig positiv Falsch negativ | Sensitivitat
Falsch positiv Richtig negativ | Spezifitat
63 KK 4 51 12 81%
185 KK 1 27 158 85%
63 KK 4 26 37 41%
105 KK 3 32 73 70%
63 KK 4 36 27 57%
189 KK 2 82 107 57%

Tabelle 4.16: Statistische Einzelsondenauswertung mit ROC

Substratnr. Massepeak AUC  p-Wert H AUC p-Wert
KK GWvs. KK1 KK 4vs. KK 1

13 1084 0,739 0,0066 | 0,777  0,0003
21 1642 0,830 0,0001 || 0,914  0,0001
22 1114 0,716 0,0157 || 0,852  0,0001
29 1347 0,531 0,7227 | 0,712  0,0001
29 1703 0,797 0,0003 | 0,795  0,0001
34 1125 0,786 0,0006 || 0,883  0,0001
34 1451 0,765 0,002 | 0,865  0,0001

KK GW vs. KK 3 KK 4 vs. KK 3
13 1084 0,561 0,5161 || 0,507  0,8816
21 1642 0,786 0,0007 || 0,849  0,0001
22 1114 0,594 0,3217 || 0,702  0,0001
29 1347 0,737 0,0004 | 0,590  0,0425
29 1703 0,637 0,1443 | 0,513  0,7788
34 1125 0,626 0,1811 | 0,593  0,0432
34 1451 0,640 0,1366 | 0,607  0,0197
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Abbildung 4.19: Korrelation von CRP zu Intensitit der Fragmente der Sonde 34. Die Frag-
ment m/z = 1125(W) und m/z = 1451(A). Eine Zusammenfassung der
Korrelationskoeffizienten in Tabelle 4.17

Signale mit entziindlichen Verdnderungen auszuschlieen, wurden die Konzentrationen
des C-reaktiven Proteins (CRP) in den Seren aus Studie V, VI und VII (vgl. Tabelle
3.4) bestimmt.

CRP ist ein Protein, welches in der Leber gebildet wird. Es wird als Reaktion auf
Entziindungen infektioser und nichtinfektioser Art ausgeschiittet. CRP induziert eine
erhohte Ausschiittung verschiedener Molekiile im Organismus, u. a. die Bildung der
Matrixmetalloproteasen 1 [85].

Die Korrelationskoeffizienten von allen Fragmenten zur CRP-Konzentration ist in et-
wa Null, siehe Tabelle 4.17 und Abb. 4.19 und im Anhang die Abbildungen 6.18 - 6.21.
Es besteht kein linearer Zusammenhang zwischen einer hohen Intensitat der MS-Signale
und der CRP-Konzentration. Die Fragmentbildung wird offensichtlich nicht durch Ent-
ziindungsreaktionen beeinflusst.

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Proteaseaktivitéit ist Praanalytik. Darunter werden
alle Schritte von der Vorbereitung des Patienten zur Probenentnahme tiber die Proben-
nahme und den Transport der Probe ins Labor, die Aufbewahrung und schlieflich die
Aufarbeitung der Probe fiir die nachfolgende Analyse betrachtet. In den untersuchten
Proben des Kollektivs 2 befanden sich Proben, die das gleiche Labordatum besaflen,
aber zu unterschiedlichen Zeitpunkten in die Serumprobenbank eingefroren wurden. Die
Intensititen der Signale schwanken iiberwiegend in der ermittelten interday- bzw. in-
traday-Varianz, vergleiche Tabelle 4.18 versus Tabellen 4.9 bis 4.12 in Kapitel 4.2.2 und
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Tabelle 4.17: Zusammenfassung der Korrelationskoeffizienten der CRP-Werte zu Intensitét
der Fragmentmassen. Gemessen wurden die Studie V,VI und VII

Peptidnr. Fragmentmasse m/z Korrelationsfaktor

13 1084 0,0018
13 1284 0,0004
13 1854 0,0067
21 1385 0,0027
21 1642 0,0236
22 1114 0,0290
29 1347 0,0520
29 1703 0,0839
34 1125 0,0198
34 1451 0,0406

Tabellen 6.1 bis 6.4 in Kapitel 6.3. Der Einfluss des Probenalters auf die Proteaseakti-
vitdt bzw. die Fragmentgenerierung scheint insgesamt gering zu sein. Eine statistische
Auswertung bei der erfolgten Doppelbestimmung der Proben ist ungeeignet. Gegeben-

falls miisste die Fragestellung eingehender untersucht werden.
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Longitudinale Untersuchungen

Bei langerem stationdrem Aufenthalt werden von Patienten auch iiber einen ldngeren
Zeitraum Blutuntersucherungen durchgefiihrt, besonders dann, wenn der Patient Sym-
ptome einer Infektion aufweist. Anhand von drei dieser Félle soll im Folgenden ein
kurzer Vergleich zwischen GM-Wert-Verlauf und MS-Signal-Verlauf aufgefiihrt werden.
Der Grenzwert (engl.: cut off) fiir einen positiven Galaktomannan-Test ist 0,5 ng/ml
(Anwendungsbeilage im Test-Kit, letzte Anderung 07/2008). Die amerikanische FDA
empfiehlt ebenfalls einen Grenzwert von 0,5 ng/ml [63]. Bei Patientin 15 konnte wéh-
rend des Krankheitsverlaufs kein positiver GM-Wert detektiert werden. In allen Proben
lag der Wert unter dem Grenzwert. Die MS-Signale jedoch sind in sechs der 20 Proben
vergleichsweise stark. Uberdies sind in einer Probe alle fiinf Substrate stark verdaut wor-
den, was im Verlauf der Messungen nicht haufig vorkam. Bei der Patientin wurden zwei
positive CTs am 19.09.2007 und 27.09.2007 gesichtet. Nach EORTC-Kriterien wird bei
dieser Patientin eine possible IA definiert. Bei Patient 6 war in einer von 17 Proben ein
positiver GM-Wert. Allerdings schwankte auch dieser Wert bei einer Vergleichsmessung
am selben Tag von 1,75 ng/ml auf 0,42 ng/ml. Ein CT mit positiven Befund stellte sich
am 13.03.2009 bei Patient 6 heraus. Die Befunde werden als probable IA zusammen-
gefasst. Neben diesen eher grenzwertigen Patienten waren bei Patient 2 die GM-Werte
durchgehend hoch. Weiterhin wurde ein auf Lungeninfiltrat positives CT (16.09.2008)
erkannt. Die Infektion wird nach EORTC als probable TA klassifiziert.

An dieser Stelle soll nur die Entwicklung des Fragmentes des Substrats 21 in den
Patientenproben erortert werden. Alle anderen Kurven der einzelnen Substrate fiir den
jeweiligen Patienten sind im Anhang zu finden, Abb. 6.29 bis Abb. 6.47 Seite 141 bis 150,
da sie eine d&hnliche Tendenz zeigen. Die MS-Signale bei Patient 2 sind zum gleichen Zeit-
punkt hoch wie die GM-Werte, Abb. 4.21. Nach einem ersten Maximum der Messwerte
klingen beide Messgrofien Ende September ab, aber steigen im Oktober wieder an, siehe
Abb. 4.21. Das erste Maximum des GM und der MS-Signale geht mit dem Befund des
positiven CTs einher. In der Messwertverfolgung des Patienten 6 ist der GM-Wert friiher
erhoht als die MS-Signale, Abb 4.22. Diese steigen zu einem spéteren Zeitpunkt inner-
halb von vier Tagen stark an. Der GM-Wert wurde wahrend einer Doppelbestimmung
einmal als positiv und einmal als negativ detektiert (09.03.09). Vier Tage spater wurde

ein positives CT diagnostiziert. Innerhalb dieses Zeitraums sind die Massenspektren von
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Abbildung 4.20: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes des Substrates 21 im Ver-
gleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale dar,
der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekennzeich-
net. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir ein

positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Tabelle
6.8.

eher niedriger Fragmentintensitit gepragt. Nur ein Substrat (34) wird in der Probe vom
09.03.09 wesentlich mehr abgebaut als in den umgebenden Proben, siche Abb. 6.46.

Der GM-Wert der Patientin 15 war in dem untersuchten Zeitraum nicht positiv, jedoch
ungleich Null. In Bezug auf die MS-Signale scheint bei dieser Patientin kein einheitliches
Muster vorzuherrschen. Die MS-Signale sind z. T. einen Messpunkt eher, am gleichen
Tag oder einen Messpunkt spéater hoch wie der GM-Wert ungleich Null ist, Abb. 4.20
sowie im Anhang Abb. 6.29 bis Abb. 6.35. Ein Zusammenhang der Proteaseaktivitéit
mit den positiven CT-Befunden kann nicht ausgelegt werden. Am Tag nach dem ersten
positiven C'T waren die MS-Signale méaflig hoch, bzw. am Tag des zweiten positiven CTs
war die Proteaseaktivitdat im Vergleich zu anderen Zeitpunkten niedrig.

Die Ergebnisse zeigen insgesamt einen eher undulierenden Verlauf der MS-Signale. In
der Literatur befinden sich keine Hinweise auf Untersuchungen zum Verlauf der Pilz-
last unter antimykotischer Behandlung z.B. anhand des Galaktomannanwertes oder der
quantitativen PCR. In den bisherigen Untersuchungen wurde nur nach Spezifitit und

Sensitivitit der Assays ausgewertet.
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Entnahmedatum

Abbildung 4.21: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes des Substrates 21 im Ver-
gleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale dar,
der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekennzeich-
net. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir ein
positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patient 2, vgl. Tabelle 6.8.
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Entnahmedatum

Abbildung 4.22: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes des Substrates 21 im Ver-
gleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale dar,
der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(ll) gekennzeich-
net. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir ein
positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patient 6, vgl. Tabelle 6.8.

4.3 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Massenspektrometrie besitzt, wie auch andere Methoden, Limitierungen. Diese Un-
tersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Hr. Dr. Knemeyer und Hr. Prof. Enderlein

am III. Physikalischen Institut der Universitat Gottingen durchgefiihrt.
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Vor den Untersuchungen durch FCS wurde die proteolytische Aktivitdt von Kultur-
iiberstand, Serum und dem Gemisch aus beiden gegentiber des hergestellten Substrates
Alexa647-xx-FKPYDAAD-x-Biotin mit der Massenspektrometrie untersucht. Die Pro-
ben wurden iiber Nacht inkubiert und nach ZipTip-Aufreinigung gemessen, Abbildung
4.23. Die Spektren des Substrates ohne Probe (I. und II.) zeigen den Molekiilpeak des
Peptids ohne Farbstoff bei m/z = 1790 und einen Molekiilpeak des Peptids mit Farb-
stoff bei m/z = 2630. Im Kulturtiberstand wird das Substrat nach Tyrosin proteolytisch
gespalten. Die Massenspektren zeigen jeweils einen Massepeak des Fragments mit (m/z
= 1684) und ohne Farbstoff (m/z = 844), siche Spektrum III und IV in Abbildung 4.23.
Im Serum scheint das Substrat nicht abgebaut zu werden, siehe Spektrum V. Das Spek-
trum zeigt ausschliefilich die Biotin-abstrahierten Peptide mit und ohne Farbstoff (m/z
= 2403; m/z = 1563). Im Gemisch Serum und Kulturiiberstand zeigt sich das gleiche
Profil wie zuvor im Kulturiiberstand allein, siche Abbildung 4.23.

Diese ersten massenspektrometrischen Untersuchungen zeigten eine Differenzierung
zwischen krank und gesund. Der strukturelle Aufbau eines Substrats ist ein entschei-
dender Faktor fiir dessen Proteolyse. Obwohl vorherige Untersuchungen mit derselben
Aminosduresequenz sowohl im KU als auch im KKI1P prozessiert wurden, jedoch mit
unterschiedlichen Fragmentprodukten, schien die verdnderte Struktur durch den ange-
hangten Farbstoff die Proteolyse entscheidend zu beeinflussen. Die FCS-Untersuchungen
und die daraus erfolgte Berechnung der Diffusionskoeffizienten zeigten jedoch, dass auch
im Serum gesunder Spender ein Fragment entsteht. Zunéachst wurde fir alle moglichen
Fragmente die Autokorrelationsfunktionen bestimmt und die Diffusionskoeffizienten fiir
alle Fragmente berechnet, Abbildung 4.24. Anschliefend wurden die zeitabhéngige Fluo-
reszenz der zuvor per MS gemessenen Verdaus bestimmt und die Diffusionskoeffizienten
berechnet, siehe Abbildung 4.25. Aus dem Vergleich der Diffusionskoeffizienten der Kali-
brierkurve und den Koeffizienten der Proben wird ersichtlich, dass im KU sehr wohl das
zuvor im MS beobachtete Fragment FKPY entsteht. Aber im Serum entsteht ebenfalls
ein im MS nicht detektiertes Fragment FKPYDAA. Im Gemisch aus KU und KK1P ent-
stehen zwei Fragmente, die nicht durch den Diffusionskoeffizienten unterscheidbar sind.
Der Diffusionskoeffizient nahert sich an den von Peptid FKPYDAA an, da dieses grofier
und langsamer ist. Der Einfluss des kleineren, schnell durch den Fokus diffundierenden
Peptids FKPY zeigt sich an der leichten Erhohung des (quasi gemittelten) Diffusions-
koeffizienten, Abbildung 4.25. Die Ergebnisse der MS-Messung waren nicht vollstdndig.

Aufgrund des Uberschusses an Ausgangspeptiden konnte die geringe Konzentration des
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Abbildung 4.23: Massenspektrometrische Untersuchung des FCS-Substrats Alexa647-xx-
FKPYDAAD-x-Biotin. In der Reihenfolge von oben nach unten stellt
es folgendes dar: 1. Das Substrat ohne Probe, verdiinnt aufgetragen; II.
das Substrat ohne Probe ZipTip aufgereinigt; III. das Substrat in Kul-
turiiberstand nach iber-Nacht-Inkubation; IV. das Substrat in Kultur-
iiberstand nach tiber-Nacht-Inkubation und ZipTip-Aufgereinigung; V. das
Substrat in Personalserumpool nach iiber-Nacht-Inkubation und ZipTip-
Aufreinigung; VI. das Substrat in S+K nach iiber-Nacht-Inkubation und

Fragments der Serumprotease wahrscheinlich nicht detektiert werden. Eine Abreicherung
der Volllinge war nicht moglich, da das Biotin durch die Serum-Biotinidase abgespalten
wurde, sieche Abbildung 4.23. Wie in Spektrum I zu sehen ist, besitzt das Peptid ohne
Farbstoff eine Masse-Ladungszahl von 1790. Im Spektrum des Serums ist kein weiterer
Massepeak aufler dem Peak des Peptids ohne Farbstoff und ohne Biotin mit m/z = 1563
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effizienten der Kontrollen KU, KK1P und S+K. Die Kontrolllésungen wur-

den tiber Nacht mit dem Substrates Alexa647-xxFKPYDAADx-Bio inku-
biert.
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5 Diskussion

Proteaseidentifikation

Die wichtigste Aufgabe in der Proteomik ist es, Proteine zu trennen, zu charakterisie-
ren und ihre Funktion innerhalb des Organismus aufzuklaren. Proteasen sind in dieser
Arbeit das Objekt des Interesses. Sie sind ein wichtiger Teil des Organismus und ihre
Deregulierung ist mit vielen pathophysiologischen Zustanden wie Entziindungen, Tu-
mormetastasierung und Infektionskrankheiten, wie IA, assoziiert [80].

Das Profil der ausgeschiedenen Proteasen des Aspergillus fumigatus ist variabel und
insbesondere stark abhingig vom gewéhlten Kulturmedium und den Wachstumsbedin-
gungen [74]. AuBerdem kann die Proteasesekretion signifikant durch Zusatz von Serum
als Stickstoff-Quelle erhoht werden, sieche Abbildung 4.1. Selbst mit 80% Humanserum
im Kulturmedium, welches bei anderen Pathogenen wie z.B. Candida albicans und Cryp-
tococcus neoformans bakterizid wirkt, zeigt Aspergillus fumigatus Wachstum mit beglei-
tender Proteaseausschiittung [25].

Um die funktionelle Analyse von Proteasen zu ermoglichen, wurde das aktivitats-
basierte Protein Profiling (ABPP) entwickelt. ABPP kombiniert gel-basierte Trennung
mit Proteaseerkennung (&dhnlich der Zymografie) durch Inhibitoren mit anschliefender
massenspektrometrischer Analyse [13]. Die Schwierigkeit bei der Anwendung von AB-
PP besteht im Design und der Synthese der Proteaseinhibitoren, welche irreversibel an
die gesuchten Proteasen binden sollen [83]. Eine Abwandlung der Methode ist das Er-
setzen der Inhibitoren durch fluoreszierende Proteasesubstrate. Dies setzt voraus, dass
die Proteaseaktivitdt erhalten bleibt. Ahnlich wie bei der Zymografie ist genau diese
Anforderung schwierig und limitiert jedes gel-basierte ABPP. Die Renaturierung der
Proteasen im Gel ist problematisch, manche Proteasen denaturieren irreversibel und oft

ist die Sensitivitat stark begrenzt [40].
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In dieser Arbeit wurde eine neue ABPP-Methode entwickelt [54]. Dabei werden nach
einer Trennung im Fliissigen mit fluoreszenzmarkierten Substraten und der massenspek-
trometrischen Analyse simultan die Proteasen charakterisiert. Die tragerfreie Elektro-
phorese als Trennmethode bietet einige Vorteile. Die FFE erlaubt eine analytische und
zugleich praparative Trennung bei kontinuierlichem Betrieb. Das ermoglicht einen hohen
Probenauftrag, ein Vorteil bei z. T. sehr geringen Konzentrationen der Proteasen. Der
zweite grofle Vorteil der Methode ist, Proteine in ihrem nativen Zustand zu trennen.
Nach der Trennung kénnen die Fraktionen sofort auf proteolytische Aktivitat mit be-
liebigen, kommerziell erhéltlichen Substraten untersucht werden. Im Gegensatz zu der
oben genannten Methode des ABPP und auch anderen Methoden wie z.B. Proteinfallung
oder Zymografie bietet die FFE eine einfache und schnelle Durchfiihrung. Fiir die an-
schlieBende massenspektrometrische Untersuchung miissen die Proben nicht aufwendig
vor- und nachbereitet werden, ein weiterer klarer Vorteil.

Es wurde die proteolytische Aktivitat in den FFE-Fraktionen eines Aspergillus fumi-
gatus-Kulturiiberstands mit fluoreszierenden Substraten untersucht. Die Untersuchun-
gen mit dem pH-Gradienten 3-10 zeigten, dass hohe Proteaseaktivitit iiberwiegend in
den Fraktionen des pH-Bereichs 4,5-6,0 auftraten (Abbildung 4.2). Viele Proteasen des
Aspergillus fumigatus besitzen einen isoelektrischen Punkt im eher sauren pH-Bereich,
siche Abbildung 5.1 [69]. Eine Verbreiterung des Gradienten in diesem Bereich erschi-
en somit sinnvoll, doch die Fokussierung verschlechterte sich bei der Umstellung auf
den pH-Gradienten 3,5-5,0. Die Untersuchungen der aktiven Fraktionen mit Inhibito-
ren zeigten, dass die Enzymaktivitat nur mit einem einzigen Inhibitor drastisch gesenkt
werden konnte, obwohl die Aktivitat tiber etliche Fraktionen verteilt war. Das hatte zur
Vermutung fiihren, dass nun mehrere Proteasen getrennt wurden. Vereinzelt konnte die
Aktivitat zwar auch durch andere Inhibitoren vermindert werden, aber nicht in dem
Ausmaf wie z.B. MCA-Substrat 3108 durch EDTA (Abbildung 4.3).

Die Proteasen wurden zuséatzlich durch verschiedene Proteaseinhibitoren charakteri-
siert. Die proteolytischen Reaktionen von zwei Substraten (3107 und 3108) konnten
durch EDTA inhibiert werden, sieche Abb. 4.3. Das weist darauf hin, dass Metallopro-
teasen diese Substrate abbauen. Die Substrate 3114 und 3120 wurden von Serinproteasen
verdaut, da die Proteolysereaktionen jeweils durch Zugabe von Pefabloc unterdriickt
wurden, Abb. 4.3. Obwohl das Substrat 3124 ein bereits nachgewiesenes Substrat fiir die
Serinprotease DPP V ist [5], wurde die proteolytische Reaktion nicht eindeutig durch
Pefabloc oder andere Inhibitoren gehemmt, sieche Abb. 4.3. Diese Beobachtungen stim-
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Abbildung 5.1: Charakteristika der Proteasen des A. fumigatus: A)Prozentuale Verteilung
der Katalysemechanismen der Proteasen in der MEROPS Datenbank [69].
B) Prozentuale Verteilung des pl-Wertes der Proteasen in der MEROPS
Datenbank [69]. Der isoelektrische Punkt der Proteasen wurde mit dem pl-
Tool vom ExPASy Server berechnet [58].

men mit den Testergebnissen von Beauvais et al. tiberein. Deren Untersuchungen mit
den verbreiteten Serinproteaseinhibitoren Diisopropylfluorophosphat, Phenylmethylsul-
fonylfluorid, Aprotinin sowie Pefabloc zeigten keine Hemmung der Peptidase [5]. DPP V
wird vom Aspergillus fumigatus sowohl in vitro [31] als auch in vivo ausgeschiittet [73].
Die alkaline Protease, eine Serinprotease, baut das MCA-Substrat 3114 [38] ab. Die
Reaktion kann durch Zugabe des Serinproteaseinhibitors Pefabloc unterdriickt werden,
siehe Abb. 4.3.

Als vierte Protease wurde die Metalloprotease B (MepB) identifiziert. Diese erzeugt
zusammen mit der DPP IV in einer zweistufigen proteolytischen Reaktion bei Substrat
Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-MCA das Fluoreszenzsignal. Als erstes spaltet MepB die Leu-
Gly-Peptidbindung [33] und das Dipeptid Gly-Pro-MCA entsteht, welches durch DPP

IV zu AMC reagiert [6]. Weitere Proteasen, von wesentlich geringerer Konzentration,
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prozessierten die MCA-Subtrate 3107 und 3120. Das Substrat 3107 wurde von einer Me-
talloprotease abgebaut. Der Verdau des Substrates 3120 konnte mit Pefabloc gehemmt
werden, was auf eine Serinprotease hinweist. Beide Proteasen konnten wahrscheinlich
aufgrund ihrer geringen Konzentration nicht identifiziert werden.

Viele der Proteasen des Aspergillus fumigatus besitzen ahnliche isoelektrische Punkte,
was eine effiziente Fraktionierung durch IEF-FFE erschwert. Obwohl die FFE mit 0,03
pH-Einheiten [53] eine relativ starke Auflosung besitzt, konnen unter nativen Trennbe-
dingungen in komplexen Proben die Wechselwirkungen zwischen Proteinen die Fokus-
sierung beeinflussen und somit die Auflosung wieder verringern. Dieser Effekt limitiert
die FFE als Anwendung fiir diagnostische Methoden, bei denen Serum oder Plasma als
Nachweismedium verwendet wird. Weniger komplexe Probenmaterialien wie die bron-
choalveolare Lavage (BAL) eignen sich besser. Die Untersuchung von BAL z. B. auf
Aspergillus-spezifische Proteasen konnte eine Moglichkeit bieten, invasive Aspergillose
bei Hochrisikopatienten zu detektieren. Die Zeit fiir Probenpraparation und -separation
mittels FFE betrigt ca. 2-3 h, aber die Inkubationszeit mit den fluoreszenzmarkierten

Substraten ist zu lang.

Etablierung eines massenspektrometrie-basierten

Diagnoseverfahrens

Nachdem der erste Ansatz, Proteasen direkt zu identifizieren und daraufhin spezifische
Substrate zu entwickeln, durch die niedrige Abundanz und damit verbundenen Proble-
me bei der MS-basierten Identifikation von Proteasen limitiert war, wurde die Proble-
matik von einer anderen Seite angegangen. Der néchste Schritt die fiir die Diagnostik
einer IA relevanten Aspergillus fumigatus-Proteasen zu detektieren, war der funktionelle
Proteasenachweis durch entsprechende Substrate (Reporter-Peptide). Der Fokus dieser
Arbeit wurde verstarkt darauf gerichtet, spezifische Substrate fiir Aspergillus fumigatus-
Endoproteasen zu etablieren.

Aus der Fiille von moglichen Substraten aus Publikationen und Onlinedatenbanken
(Merops, Brenda) wurde eine kleine Substratbibliothek von ca. 60 Peptiden zusammen-
gestellt. Die Peptide enthielten jeweils ca. 7-10 Aminosduren. Diese Peptide bzw. de-
ren Abbauprodukte aus humanem Serum zu detektieren, ist aufgrund des reichhaltigen

Proteinhintergrunds ohne vorherige Fraktionierung nahezu unmaoglich.

106



Daher wurden geeignete Fraktionierungsstrategien gesucht, und in Form der Markie-
rung mit Polyhistidinen gefunden. Der Polyhistidin-Rest (auch His-Tag genannt) besteht
aus 6 Histidinen, die C- oder N-terminal an das Peptid oder Protein gekoppelt werden. Es
ermoglicht eine Fraktionierung und fungiert gleichzeitig als Schutzgruppe gegen jeweilige
Exopeptidasen. Die Fraktionierung erfolgt iiber Wechselwirkungen zwischen immobili-
siertem Nickel und der Imidazol-Seitenkette. Durch das His-Tag konnte nur ein Terminus
(C) geschiitzt werden, sodass eine zweite Schutzgruppe eingefiigt werden musste. Bio-
tin als N-terminale Schutzgruppe ist ebenfalls eine standardméaffige Markierung, die zur
Fraktionierung verwendet werden kann. Diese Fragestellung der effizienten Probenvorbe-
reitung fithrte zur Entwicklung eines zweistufigen Protokolls, der seriellen Aufreinigung.
Initial werden die unverdauten Peptide durch Streptavidin depletiert. Anschlieend er-
folgt die Anreicherung der C-terminalen Fragmente iiber Ni*T magnetic beads. Diese
Aufarbeitung der Proben hatte vor allem folgenden Vorteil: Wenn die Proteaseaktivitét
gering ist, bleiben die unprozessierten Substrate im Uberschuss. Bei einem einzelnen
Fraktionierungsschritt besteht das Risiko, dass die stationdre Phase der Affinitatschro-
matografie weitestgehend durch diese Vollsequenzen gesattigt ist oder der Proteinhinter-
grund des Serums die Ligand-Analyt-Bindung kompetitiv hemmt. Zum Beispiel enthalt
Serum ebenfalls Biotin, welches bei einer Avidin-Affinitdtschromatografie mit dem am
Substrat gebundenen Biotin um die Bindungsstellen konkurriert. Die Folge wére eine
falsche Wiedergabe der Proteolyse im Massenspektrum.

Die Peptide wurden mit Kulturiiberstand und einem Serumpool gesunder Probanden
inkubiert, um die jeweilige Proteaseaktivitidt zu beobachten. Weiterhin wurde ein 1:1
Gemisch aus beiden Proben hergestellt und ebenfalls mit den Substraten inkubiert, um
die Proteaseaktivitiat der Einzelproben im Gemisch und mogliche Kreuzreaktionen zu
detektieren. Die erste Substrat-Generation erwies sich schnell als ungeeignet, da die
Substrate vor allem im Serum N-terminal durch Aminopeptidasen abgebaut wurden.
Das Substratdesign musste angepasst werden. Wie oben erwahnt, wurde Biotin als N-
terminale Schutzgruppe eingefiihrt. Die detaillierte Entwicklung des Substrataufbaus ist
in Tabelle 3.3 dargestellt. Bei der Erprobung der einzelnen Generationen wurden einige
signifikante Unterschiede zwischen KU, Serum und S+K detektiert. Dennoch zeigte das
Serum oft gleiche Proteaseaktivitit oder die Aktivitdt des Kulturiiberstands konnte
im Gemisch nicht reproduziert werden. Schlussendlich konnten fiinf Substrate etabliert

werden, die im Kulturiiberstand und im S+K-Gemisch stark abgebaut wurden. In Serum
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gesunder Spender wurden die Substrate jedoch nicht oder im geringem Mafle abgebaut.
Einen Uberblick iiber die Substrate bietet Tabelle 4.2.

Das Mischungsverhéltnis von 1:1 von Serum und Kulturiiberstand spiegelt nicht die
realistischen Bedingungen wider. Daher wurden geringere Mischverhéltnisse von Kultu-
ritberstand in Serum untersucht (1:5, 1:10, 1:20). Die Fragmente waren noch bei zehn-
fachem Uberschuss an Serum nachweisbar (Abbildung 6.7 und 6.8). Diese Ergebnisse
konnten ggf. noch verbessert werden, da die Experimente mit Substraten der 3. Gene-
ration durchgefithrt wurden. Das heiflt, das Biotin war nicht durch a-Aminobuttersiure
geschiitzt, wodurch nicht alle unprozessierten Substrate abgereichert werden konnten.
Wahrscheinlich konnten die Proteasen in einer noch geringeren Verdiinnung nachgewie-
sen werden.

Durch die serielle Aufreinigung kann die Sensitivitdt der MS-Analyse verbessert wer-
den, da unprozessierte Substrate, die die Bindungsstellen der Affinitdtschromatografie
in Konkurrenz zu den Fragmenten séttigen, depletiert werden. Dennoch ist die teilweise
geringe Konzentration an Substratfragmenten, welche ergo mit niedriger Intensitéat ab-
gebildet werden, schwer zu reproduzieren. Im Hinblick auf einen diagnostischen Assay
wurde die Reproduzierbarkeit der Methode untersucht. Bei fast allen Substraten ist
die interday-Varianz im KU und im S+K am geringsten (zwischen 30-40%), da sie die
hochsten Signale liefern. Auch in der Einzelprobe des Kollektivs 2 konnten z. T. &hn-
liche Varianzen bestimmt werden. In den Proben des Kollektivs 1 war eine wesentlich
hohere Varianz durch niedrige Signale gegeben. Niedrige Intensitaten (< 5000 cts) sind
schlecht reproduzierbar. Fiir hohe Signalintensitéten (> 10.000 cts) sind die Variations-
koeffizienten im akzeptablen Bereich von ca. 30%. Die relativ geringe Reproduzierbarkeit
der Intensitdten kann durch Ionensuppression, verschiedene lokale Matrixkonzentratio-
nen, unterschiedliche lokale Kristallisation oder einer zu geringen Analytkonzentration
bzw. einem zu geringem Analyt-zu-Matrix-Verhaltnis verursacht werden [1]. Die serielle
Aufreinigung liefert im Vergleich zu einer einfachen Affinitatsaufreinigung ahnliche Er-
gebnisse (vergl. [34]). In dieser Arbeit jedoch sind die Variationskoeffizienten bei hohen
Intensitéten etwas geringer. Jin et al. [34] fanden eine Varianz der Intensitéten von ca.
50% und in dieser Arbeit war die Varianz der Intensititen ca. 30%.

Fiir das Substrat 13 wurden keine Variationskoeffizienten wiedergegeben, da die Varia-
tionskoeffizienten extrem schwankten. Ursache dieser extremen Schwankungen war ein
stark variierender Peptidabbau in den verschiedenen Proben. Im KU waren vier Frag-

mente nachweisbar, wobei die Signalintensitédten der Fragmente relativ zueinander stark
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schwankten. Im S+K-Gemisch konnten all diese Fragmente reproduziert werden. Aber
grofitenteils blieb im S+K-Gemisch, sowie im Serumpool oder in der Patientenprobe
nur das Ankerpeptid nachzuweisen. Auf diese Problematik, der Unkenntnis der Aspergil-
lus-assoziierten Proteasen, die die verwendeten Substrate abbauen, wird im Folgenden
genauer eingegangen.

Im Anschluss wurden die Substrate in murinen Proben getestet. Das Mausmodell
brachte jedoch keine verwertbaren Ergebnisse. Die proteolytische Aktivitdat in murinen
Serum unterscheidet sich stark von der proteolytischen Aktivitdt des humanen Serums.

Nach den Reproduzierbarkeitsuntersuchungen und den Experimenten mit murinen
Proben wurden die fiinf Substrate fiir eine umfangreiche Studie mit Patientenproben ge-
nutzt. Diese Untersuchungen sollten einen ersten Eindruck des ,,proof of principle® liefern
und waren nicht als diagnostische Studie konzipiert. Die Untersuchungen sind nicht um-
fassend nach den durch Mischak definierten Standards fiir klinische Proteomik-Studien
[49] oder der Guideline von Ransohoff [67] durchgefiihrt. Beispielsweise sind die Proben
nicht alters- und geschlechtsgematcht. Die Préaanalytik fiir die Probengewinnung wurde
nicht streng standardisiert (Routinebedingungen), allerdings deuten verschiedene Unter-
suchungen an, dass krankheitsassoziierte Proteasen in ihrer aktiven Form in klinischem
Material iiber léngere Zeitrdume stabil nachweisbar sind [22], Tabelle 4.18. Durch das
Nichteinhalten von Standards bei einer klinischen Proteomik-Studie konnten ,verzerrte®
Ergebnisse entstehen. Dennoch kann den hier vorgestellten Ergebnissen die Bedeutung
beigemessen werden, eine Moglichkeit zur Detektion von krankheits-assoziierten Pro-
teasen aufgezeigt zu haben.

Es wurden Proben von gesunden Probanden, gesicherten Aspergillose-Féllen, sowie
weitere Proben von Hochrisikopatienten und von nicht-Hochrisikopatienten fiir die Un-
tersuchung verwendet. Die Auswertung der Daten mittels multiparametrischer Cluster-
analyse wurde mit zwei Bezugskollektiven durchgefiihrt. Als erstes wurde als Bezugs-
kollektiv das proven-Kollektiv verwendet. Die Sensitivitat des Assays betragt hier 73%,
die Spezifitat 53-73%, vergl. Tabelle 5.1. Das Kollektiv der proven-Félle ist relativ klein.
Aufgrund der Schwierigkeit definierte Proben von Aspergillose-Patienten zu erhalten,
wird bei Studien oft auf ein Kollektiv aus proven- und probable-Féllen zuriickgegriffen.
Dies wurde auch wéihrend dieser Arbeit angewandt. In einem zweiten Vergleich wurde
ein Kollektiv aus proven- und probable-Proben zusammengestellt. Diese Auswertung
ergab folgende Ergebnisse: Die Klassifikation der Seren der kranken Patienten aus den

Seren des gesunden Kollektivs verbesserte sich auf 81% Sensitivitat bzw. 85% Spezifitit
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(vergl. Tabelle 5.1). Die Sensitivitat des Assays bei einem Vergleich der Daten des KK4
mit den Daten der Kollektive 2 und 3 verschlechterte sich auf 41% bzw. 57%. Ursache
war die zum Teil hohe Proteaseaktivitdt in den Proben des nicht-Hochrisikopatienten-
Kollektivs. Hier muss untersucht werden, welche ursichlichen Proteasen am Abbau der
eingesetzten Substrate beteiligt sind und inwiefern diese Proteasen krankheitsassoziiert
sind.

Ein weiterer Grund war die Inhomogenitét der Signale in den Proben der probable-
Falle. In den Massenspektren von ca. 22 Proben der insgesamt 52 Proben waren nur
wenige bzw. keine Signale zu erkennen. Aufgrund dieser Inhomogenitat der Signale &h-
nelt der Datensatz des proven- und probable-Kollektivs den Daten des Kollektivs 3. Die
Spezifitit des Assays blieb nach dem Einfiigen der probable-Proben gleich. Zur Gegen-
iiberstellung wurde in den Proben des probable-Kollektivs und des Kollektivs 4 ebenfalls
der Galaktomannan-Wert bestimmt. Der GM-Test war bei 27% des proven-Kollektivs
und bei 36% der Proben des proven- und probable-Kollektivs positiv. Verglichen mit
dem Galaktomannan-Test ist das massenspektrometrische Proteaseassay mit beiden hier
untersuchten Modellen sensitiver.

Die erreichte Sensitivitdt und Spezifitat des Proteaseassays ist grob vergleichbar mit
Ergebnissen von Galaktomannan-Studien [63]. Wie eingangs erwéhnt, schwanken Sensi-
tivitdt und Spezifitdt des GM-Tests ebenfalls stark, je nach Vergleichskollektiv. Aufgrund
der z. T. unzureichenden Reproduzierbarkeit von MALDI-TOF-MS-Messungen und der
eingeschrénkten Standardisierung der Praanalytik ist die hier erarbeitete Strategie nur
ein Anfang fiir ein tatséchlich diagnostisches Assay.

Eine weitere Ursache dieses Problems ist die Unkenntnis iiber die krankheitsassozi-
ierten Proteasen und ihrer spezifischen Schnittstellen. Dies soll am Beispiel des Verdaus
des Substrats 29 verdeutlicht werden (siehe 4.7). Betrachtet man alle Ergebnisse des
Substrats 29, stellt man fest, dass im KU immer der Massepeak bei m/z = 1347 fiir das
Fragment TQyHHHHHHnN prominent ist. Im S+K-Gemisch ist dieses Fragment eben-
falls gut nachweisbar. In der gepoolten Probe des Kollektivs 1 fehlt es oder ist nur mit
geringer Intensitat vorhanden. Weiterhin war in den Patientenproben der Massepeak
des grofleren Fragments DLKTQyHHHHHHn partiell weitaus hoher als der des klei-
neren Fragments. Das groflere Fragment ist trotz langer Inkubationszeit (iber Nacht)
stabil. Es ist offensichtlich, dass das Substrat von Endoproteasen gespalten wird, da
es C- und N-terminal geschiitzt ist. Aber moglicherweise ist die spezifische Schnittstel-

le der (Aspergillus-)Endoprotease des Substrats 29 zwischen Valin und Asparaginsiure,

110



Tabelle 5.1: Zusammenfassung des Proteaseassays bei Einsatz der Substrate in Patientenpro-
ben. KK1 ist ein gesundes Kontrollkollektiv, KK2 ist ein Kollektiv von Hochri-
sikopatienten und KK3 ist ein Kontrollkollektiv aus nicht-Hochrisikopatienten.

Sensitivitat

VS. Proven Probable+Proven
KK1 73% 81%

KK2 73% 57%

KK3 73% 41%
Spezifitat

VS. Proven Probable+Proven
KK1 73% 85%

KK2 53% 57%

KK3 70% 70%

und erst danach verdauen (Aspergillus-)Exoproteasen aus der Serumprobe das Peptid
zu dem Fragment TQyHHHHHHn. Es findet ein konzertiertes Eingreifen von Endo-
und Exoproteasen gemeinsam statt. Da die Substrate nicht durch proteasespezifisches
Substratdesign ermittelt wurden, ist es ungewiss, ob die Schnittstelle von dem im Mas-
senspektrum des KU nachweisbaren Fragment tatsdchlich die spezifische Schnittstelle
ist. Ahnlich verhélt es sich mit Substrat 34 (siehe 4.8), bei dem im KU und S+K der
Massepeak bei m/z = 1125 (AvHHHHHHn) iiberwiegt. In den Patientenproben ist teil-
weise der Massepeak des um drei Aminosduren groferen Fragments (TPKAvHHHHHHN)
grofler als der des Fragments AVHHHHHHnN. Auch mit Substrat 13 wurden Ergebnisse
erhalten, die auf ein konzertiertes Eingreifen von Endo- und Exoproteasen hindeuten.
In den Massenspektren des KU und S+K sind alle Fragmente angefangen von WRE-
AKdHHHHHH (m/z = 1626) bis KIHHHHHH (m/z = 1084), jeweils eine AS mehr
abgespalten, auch nach iiber-Nacht-Inkubation nachzuweisen. Im Serum war meist nur
das Ankerpeptid KIHHHHHH mit geringer Intensitdt vorhanden. In Proben der ver-
schiedenen Kollektive mit hoher Proteaseaktivitdt traten neben einem hohen Peak des
Ankerpeptids KIHHHHHH auch hohe Peaks der Fragmente E-Nva-WREAKdHHHHHH
(m/z = 1854) und EAKAHHHHHH (m/z = 1284) auf. Diese Resultate deuten auf ei-
ne hydrolytische Spaltung zwischen Valin und Glutaminsédure mit anschlieBenden sehr
langsamen Abbau durch Exoproteasen zum Ankerpeptid. Diese Enzymkinetik generiert
gut nachweisbare Zwischenprodukte, die falsche Informationen vermitteln und wie zuvor

erwihnt eine Auswertung von Reproduzierbarkeitsuntersuchungen erheblich erschweren.
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Das Ziel des hier durchgefiihrten Protease Profilings war, Proben von Patienten mit
invasiver Aspergillose von Proben verschiedener Kontrollkollektive zu differenzieren. Bei
vorhandenen spezifischen Substraten bleibt als Haupteinflussgrofie die Analysenmetho-
de iibrig. Da die Massepeakintensitaten bzw. Peakflichen hier ausschlaggebend sind,
ist die Reproduzierbarkeit extrem wichtig. Die geringe Reproduzierbarkeit ist eines der
Hauptprobleme der MALDI-MS. Einen negativen Einfluss haben folgende Gegebenhei-
ten: Die Matrixmolekiile sind nicht einheitlich kristallisiert, die Proteine haben sich an
der Tropfengrenzfliche angereichert. Die Losungsmittelzusammensetzung der Matrix-
l6sung und das Matrix-Analyt-Verhaltnis beeinflussen das Kristallwachstum ebenfalls
stark. Diese Phanomene variieren iiber den Spot verteilt und von Beschuss zu Beschuss
entstehen so Intensitatsunterschiede. Der Desorptions/Ionisationsprozess ist ein komple-
xer Vorgang und ist noch nicht vollstandig verstanden. Zusammengefasst ist die Peakin-
tensitit bei Protein Profiling mit MALDI-TOF-MS eine signifikante analytische Grofe,
die Schwankungen unterliegt, welche fiir eine routinetaugliche Anwendung der Methode
noch inakzeptabel zu hoch sind. Die Peakhohe ist einerseits zwar eng mit der Protein-
/Peptidkonzentration verkntipft, andererseits aber ebenso von der primédren Struktur
und der Komplexitat der Probe abhangig [1].

In Hinblick auf die Sensitivitdt und den Aufwand eines fiinffachen Ansatzes fiir jede
Patientenprobe konnte der Einsatz der LC-ESI-MS eine Alternative bieten. Die Sensiti-
vitit eines ESI-Massenspektrometers ist hoher als die Sensitivitéit eines vergleichbaren
MALDI-Massenspektrometers, da bei der Elektrosprayionisation weniger Faktoren die
Ionisation beeinflussen als bei dem im Vergleich komplexen Vorgang der MALDI. Ei-
ner der wichtigsten Faktoren, der die Sensitivitat der MALDI-MS stark beeintrachtigen
kann, ist die Probenpréaparation auf dem Target. Dennoch besitzt die MALDI-MS auch
Vorteile, sie bewaltigt z. B. einen grofleren Durchsatz, es konnen mehr Proben in kiir-
zerer Zeit als durch ESI-MS analysiert werden. Um dem Zeitverlust vorzubeugen, sollte

hier wieder der Multiplex-Ansatz in Betracht gezogen und tiberpriift werden.

Proteaseassay mittels

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Ein Assay mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) kann in zwei Verfahren

durchgefithrt werden. Zum einen kann mit einem Fluoreszenzmolekiil durch Autokorre-
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lation der masseabhangige Diffusionskoeffizient bestimmt werden und zum anderen kann
durch die Markierung mit zwei Fluorophoren mittels der Kreuzkorrelation ausgewertet
werden. Als erstes wurde mit einem einfach-Farbstoff-markiertem Substrat (modifizier-
tes MS-Substrat 21) die proteolytische Aktivitdt mittels einfacher FCS iiberpriift. Aus
den Autokorrelationskurven wurden die Diffusionskoeffizienten berechnet und verglichen.
Diese Versuche zeigten, dass eine Differenzierung nur unter den gegebenen Vorausset-
zungen, der Entstehung von zwei Fragmenten im S+K, nicht moglich ist. Wie schon bei
dem MS-Substrat 21 entstehen zwei Fragmente, eines von einer Aspergillus-Protease und
das zweite von einer Serumprotease, vergleiche Abbildung 4.5.

Vorraussetzung fiir eine Differenzierung ist das Entstehen von nur einem zu messenden
Produkt. Wie in Abbildung 4.25 erkennbar, sind die Diffusionskoeffizienten des entste-
henden Fragments im Personalserumpool und Kulturiiberstand verschieden. Das steht
mit den massenspektrometrischen Untersuchungen des Substrates im Einklang, siehe
Abbildung 4.5. Im Serum entsteht ein durch zwei Aminosauren kiirzeres Fragment als
im KU. Im Gemisch S+K liegt der Diffusionskoeffizient zwischen den Diffusionskoef-
fizienten der Ausgangslosungen. Der Diffusionskoeffizient des Gemischs nahert sich an
den von dem Peptid FKPYDAA an, da dieses grofler und langsamer ist. Der Einfluss
des kleineren, schnell durch den Fokus diffundierenden Peptids FKPY zeigt sich an der
leichten Erhohung des (quasi gemittelten) Diffusionskoeffizienten, Abbildung 4.25. Die
eingesetzte Peptidsequenz ist daher nicht fiir ein Proteaseassay mittels FCS geeignet.
Die Modifizierung durch Austausch der Aminoséuren an der Serumproteaseschnittstelle
konnte zu besseren Ergebnissen fithren. Weiterhin ist die FCS nur begrenzt geeignet
fiir ein analytisches Assay. ZweckméafBiger wéare die Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektro-
skopie, fiir die das Peptid mit zwei Farbstoffen unterschiedlicher Anregungswellenldnge
markiert wird. Sind die Substrate spezifisch genug, dass sie ausschliellich durch Asper-
gillus-Proteasen verdaut werden, reicht die Information der FCCS ,verdaut* bzw. ,nicht
verdaut® fiir die Differenzierung zwischen krank und gesund aus. Es wéren keine auf-
wandigen, langwierigen und z. T. ungenauen Berechnungen des Diffusionskoeffizienten

notig.
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Zusammenfassung und Ausblick

Der Schimmelpilz Aspergillus fumigatus verursacht bei immunsupprimierten Patienten
wie Leukédmie- und Transplantationspatienten opportunistische Infektionen mit haufig
letalem Ausgang. Die Diagnostik dieser Erkrankung beschrankt sich aktuell auf einen
Aspergillus-Antigennachweis, molekularbiologische Diagnosemethoden und bildgebende
Verfahren. Alle Methoden haben allerdings eine jeweils ungeniigende diagnostische Sensi-
tivitat und/oder Spezifitdt. Zudem sind molekularbiologische Nachweismethoden durch-
gangig sehr aufwéindige Verfahren mit noch mangelnder Standardisierung und in der
Verbreitung daher auf wenige spezialisierte Laboratorien beschrinkt. Ziel des durch die
José-Carreras-Stiftung geforderten Projektes war die Entwicklung und Validierung einer
neuen, massenspektrometrie-basierten Diagnosestrategie, welche die Fritherkennung von
invasiven Aspergillus-Infektionen aus Serumproben von Hochrisikopatienten mit verbes-
serter diagnostischer Sensitivitdt und Spezifitat ermoglichen soll. Als Surrogatmarker
sollen Proteasen des Pilzes durch geeignete Substrate detektiert werden.

Ideal fiir den Ansatz des RPS als Surrogatmarker ist die Priasenz von krankheitsas-
soziierten Proteasen mit einer hohen Wechselzahl, welche die im Gemisch befindlichen
Peptide verdauen. Aus den akkumulierenden Spaltprodukten als Messsignalen kénnen
verlédssliche Aussagen getroffen werden. In der Realitdt liefern niedrigabundante Pro-
teasen mit hoher Wechselzahl oder hochabundante Proteasen mit niedriger Wechselzahl
ein Messsignal vergleichbarer Intensitit, was durch entsprechende Inkubationszeit und
Probenvorbereitung verstarkt werden muss.

Die Genesungschancen bei einer systemischen Aspergillose konnen durch rechtzeitig
eingeleitete Therapiemafinahmen wesentlich verbessert werden. Durch die Arbeiten im
Rahmen dieser Dissertation ist es gelungen, eine diagnostische Methode zu entwickeln,
mit der sich eine Aspergillus-spezifische Endoproteaseaktivitdt in klinischem Proben-
material wie Serum, nachweisen ldsst. Das Reporter Peptid Spiking &dhnelt stark den
gut vergleichbaren chromogenen Test zur Aktivitdtsbestimmung von Gerinnungsfakto-
ren [86], bei denen es sich ebenfalls um Proteasen handelt. Solche Enzymmessungen
kénnen entsprechend gut standardisiert werden und damit lassen sich wesentliche Pro-
bleme des bisherigen Proteomic Profiling umgehen [3, 16, 21, 30, 49]. Fiir onkologische
Fragestellungen ist eine &hnliche Vorgehensweise beschrieben, um krankheitsassoziierte

Proteaseaktivitét in Serumproben zu detektieren [81, 82]
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Da Serumproben selbst eine intrinsisch hohe proteolytische Aktivitit aufweisen, wer-
den hohe Anforderungen an das Design der Reporterpeptide fiir die funktionelle Ana-
lyse der Aspergillus-spezifischen Endoproteaseaktivitidt gestellt. Diese Anforderungen
konnten schrittweise optimiert werden, indem stabilisierende Elemente wie Linker und
rechtsdrehende Aminoséuren in die Substratstruktur eingefithrt wurden. Die Integration
von terminalen Affinitéts-Tags ermdglicht eine serielle und somit sensitive massenspek-
trometrische Detektion der proteolytischen Fragmente, welche als Surrogatmarker ei-
ne Aspergillus-spezifischen Endoproteaseaktivitit freigesetzt werden. Weiterhin erfiillen
diese Affinitats-Tags eine Funktion als Schutzgruppe vor unspezifischen Exopeptidasen-
Angriffen.

In den Untersuchungen wurde ersichtlich, dass keines der untersuchten Substrate zu
100% resistent gegen humane Serumproteasen war. Besonders in dem entziindlichen
Kollektiv (KK3) wurden die Substrate z. T. stark verdaut. Dennoch zeigte das Panel
aus fiinf Reporterpeptiden in einer klinischen Validierungsphase eine gute bis sehr gute
Klassifikationsgenauigkeit von Patienten mit ,proven/probable’ TA, jeweils in Abhén-
gigkeit zu den verglichenen Kollektiven, sowie der Prévalenz von gesicherten IA-Féllen
in dem Gesamtkollektiv. Fiir das weitere Voranschreiten des Projektes ist eine syste-
matische Optimierung von geeigneten Reporterpeptid-Sequenzen durch Screening von
komplexen Peptidbibliotheken notig. Die Festphasen-Peptidsynthese bietet Moglichkeit
zur Generierung von komplexen Substratbibliotheken [9]. Eine andere Moglichkeit ist das
Ausnutzen von allosterischen Zentren (exosites), wenn Substrate fiir bekannte, charakte-
risierte Proteasen verwendet werden [55]. Weiterhin konnten die vorhandenen Substrate
noch verbessert werden, indem D-Aminosduren direkt an der vermuteten Schnittstel-
le eingebaut werden. Die Konformationsanderung kann nachfolgende exoproteolytische
Reaktionen verhindern oder moglicherweise den Abbau der Substrate durch Humanpro-
teasen ganz unterbinden. Wéhrend der hier durchgefithrten Substratetablierung zeigte
sich, dass Pilzproteasen z. T. konformationsunspezifischer hydrolysieren als Humanpro-
teasen.

Abseits der Massenspektrometrie ist mit einer Fluoreszenzmarkierung der Reporter-
peptide nicht nur eine hochdurchsatzfiahige Auslese der Proteaseaktivitat moglich [36],
sondern die Messungen konnen im Gegensatz zur massenspektrometrischen Detektion
auch kinetisch erfolgen. Die Auswertung der Enzymreaktionsgeschwindigkeit kann zu
einer Erhohung der Spezifitdt fithren. Eine Chip-basierte Entwicklung fiir diesen Fluo-

reszenzassay wéare denkbar. Mit einem , Protease-Chip®“ kénnte die Proteaseaktivitéat-
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messung mit Echtzeit-Monitoring aus klinischem Probenmaterial im Multiplex-Format
ermoglichen. Unabhéngig davon sollte die Quantifizierung der Ankerpeptide mittels MS-
Detektion verbesserte werden, welche mit MALDI-TOF MS nur begrenzt moéglich ist.
Hier bietet sich der Einsatz der nLC-ESI-MS an.

Proteasen und deren Wirkungsmechanismen sind enorm wichtig fiir das Verstandnis
von vielen Erkrankungen inklusive der invasiven Aspergillose. Die sezernierten Proteasen
der Aspergillus-Spezies spielen mutmaflich eine grofie Rolle bei der Pilzpathogenese.
Besonders die Frage, in welchem Krankheitsstadium bzw. unter welchen Bedingungen
Aspergillus-Proteasen sezerniert werden, ist flir die weitere Optimierung des funktionel-
len Protease Profiling wichtig. Ebenso gilt es zu kldren, welche Funktion sie erfiillen.
Moéglicherweise kann das auch die Funktion einiger der hypothetischen, durch das Ge-
nom kodierten, schon dokumentierten Proteasen klaren. Doch ist der Zugang zu den
in vivo sezernierten Proteasen in vitro durch verminderte Expression schwer zugénglich
[54, 70]. Dies zeigte sich auch bei den FFE-Versuchen dieser Arbeit. Es konnten keine
Proteasen fiir die hier verwendeten Peptide getrennt und detektiert werden. Diese Un-
tersuchungen scheiterten wahrscheinlich an der geringen Konzentration der Proteasen.
Eine gezielte Kultivierung des Pilzes mit den synthetischen Peptiden im Nahrmedium
wiare eine Moglichkeit die Ausschiittung der fiir das jeweilige Substrat spezifischen Pro-
tease so zu erhohen, dass die Protease mit den géngigen Proteomic-Tools identifiziert
bzw. charakterisiert werden kann [51].

Neben dem Substratdesign und der Proteasecharakterisierung sind weitere Untersu-
chungen der praanalytischen Einflulgrofien auf das Protease Profiling wichtig. Die Ver-
einheitlichung der Bedingungen vor Beginn des Assays, wie die Probenlagerung und die
Probenahme, miissen gewéhrleistet sein und konnen ggf. die Sensitivitat oder Spezifitat

positiv beeinflussen.

Die vorliegende Arbeit war der erste Schritt eines neuen Ansatzes fiir ein diagnostisches
Hilfsmittel zur Beurteilung einer invasiven Aspergillose. Die erfolgreiche Umsetzung der
Proteasedetektion in ein diagnostisches Assay kann durch die gewonnenen Ergebnisse
optimistisch eingeschatzt werden. Dennoch sind, wie oben diskutiert, geniigend Fragen

offen, die weiterer Forschungen bediirfen.
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6 Anhang

6.1 Gerate

Brutschrank
Fluoreszenzkorrelationsspektrometer

Massenspektrometer

Spektrometer

nHPLC

pH-Meter

Schiittler

Thermomixer

Trégerfreie Elektrophorese
Vortexer

Zentrifugen

WTC Binder

Picoquant Fluorescence Lifetime System
Bruker autoflex® 11 MALDI-TOF/TOF
Bruker ultraflex® MALDI-TOF/TOF
Bruker HCT ultra

PerkinElmer® Wallac Victor® 1420
multilabel counter

Dionex UltiMate® 1

WTW inolab pH Level 1

HT Infors Unitron

eppendorf Thermomixer comfort

BD"" Free Flow Electrophoresis System
neoLab® Vortex Mixer 7-2020

Heraeus Biofuge pico

Speed vac

Runne Zentrifugen Heidelberg

6.2 Zusammensetzung selbsthergestellter Losungen

Aspergillus Minimal Medium
3 g NaN03

0,52 ¢ KC1
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0,52 g MgSO,*7TH,0
0,82 g KHyPOy

1,05 g KoHPO,

10 g Glucose

werden in 1000 ml HyO gelost und auf den pH 6,5 eingestellt. Anschlielend auto-

klaviert und 2 ml einer sterilen Hutner “s Spurenelemente Losung zugegeben.
Hutners Spurenelemente Losung:
0,5 g FeSO4*7TH,0
5 g EDTA
werden in 80ml HyO gelost und mit KOH auf pH 5,5 eingestellt.
2,2 ¢ ZnSO,*7TH,0
1,1 g H3BOs
0,5 ¢ MnCl,*4H,0
0,16 g CoCly*4H,0
0,16 g CuSO4*5H,0
0,11 g (NHy)sMo7094*4H,0

werden in 80 ml HyO gelést und auf den pH 5, 5 eingestellt. Anschliefend werden Losung
1 und 2 zusammengefiigt, auf 200 ml aufgefiillt. Den pH-Wert auf 6, 5 einstellen und die
Losung autoklavieren.

Proteasepuffer
0,2 M Tris HC1
0,02 M CaCl,

Die Losung wird mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt
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6.3 Ergdnzende Tabellen zu Untersuchungen der

Reproduzierbarkeit

Tabelle 6.1: Statistische intraday-Auswertung des Fragments 1642 des Substrates 21

Probe Median STABWN CV[%]

1d KK2E 125098 2666,7 21,3
2d KK2E  6693,6 3275,9 48,9
3d KK2E  11108,2 3352,2 30,2
4d KK2E 135362 1933,3 14,3
5d KK2E  12837.4 44782 34,9
1d KKIE  2216,3 1583,1 71,4
2d KKIE  3503,3 6377,7 1820
3d KKIE 22289 1698,2 76,2
4d KK1E 56784 2216,4 39,0
5d KKIE 14832 1169,2 78,8
1d KU 44424 4 5694,5 12,8
2d KU 33242,6 17725,9 53,3
3d KU 271744 7555,0 27.8
4d KU 37400,2 4655,1 12,4
5d KU 44558 4 13511,8 30,3
1d KK1P 818,6 90,5 11,1
2d KK1P 558,1 7434 1332
3d KK1P 863,8 279.8 32,4
4d KK1P 869,1 247.6 28,5
5d KK1P 964,0 181,3 18,8
1d S+K 227924 7179.5 31,5
2d S+K  19927,2 9766,2 49,0
3d S+K  21266,9 7020,6 33,0
4d S+K  16804,3 7520,9 44,8
5d S+K  24582.1 9276,4 37,7
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Tabelle 6.2: Statistische intraday-Auswertung des Fragments 1114 des Substrates 22

Probe Median STABWN CV[%]

1d KK2E  7932,0 4272 4 53,9
2d KK2E  10675,0 949.8 8,9
3d KK2E  16092,6 3705,5 23,0
4d KK2E 72931 2861,1 39,2
5d KK2E  13503,0 3532,9 26,2
1d KK1E 108,8 82,7 76,0
2d KK1E 318,6 116,7 36,6
3d KK1E 309,3 185,0 59,8
4d KK1E 152,8 103,7 67,9
5d KKIE 500,4 280,3 56,0
1d KU 1719,0 1048,1 61,0
2d KU 3209,9 2114,9 65,9
3d KU 660,3 504,4 76,4
4d KU 858,4 1226,9 1429
5d KU 4996,9 2794,1 55,9
1d KK1P 430,1 151,4 35,2
92d KK1P 387.6 124,1 32,0
3d KK1P 608,1 372,7 61,3
4d KK1P 396.,8 305,1 76,9
5d KKIP  1383,8 12714 91,9
1d S+K 1401,4 13284 94,8
2d S+K 756,0 4213 55,7
3d S+K 1038,2 470,5 45,3
4d S+K 639,0 326,4 51,1
5d S+K 3173,3 1999,1 63,0

120



Tabelle 6.3: Statistische intraday-Auswertung der Fragmente 1347 und 1703 des Substrates

29
Probe Median STABWN CV[%]| | Median STABWN CV[%)]
Fragment 1347 Fragment 1703

1d KK2E 3951 208,3 52,7 20171,8 2685,3 13,3
2d KK2E 9320 1005,4 107,9 257924 8916,1 34,6
3d KK2E  509,9 271,2 53,2 32581,9 4624.9 14,2
4d KK2E 3754 233,5 62,2 24087,8 7563,2 31,4
5d KK2E  636,1 1772,3 278,6 21561,7 7069,5 32,8
1d KK1E 3924 151,8 38,7 8132,7 1791,6 22,0
2d KK1E  680,3 178,1 26,2 9320,5 1381,7 14,8
3d KK1E  398,7 1422 35,7 7943,5 1960,4 24,7
4d KK1E = 2684 516,0 1922 3523,2 1572,1 44.6
bd KK1E  288,5 237,6 82,4 5119,3 2213,3 43,2
1d KU 31289,5 11432,5 36,5 0 0 -
2d KU 40877,6 9951,8 24,3 0 0 -
3d KU 30188,8 13903,9 46,1 0 0 -
4d KU 38876,6 17458,0 449 0 0 -
bd KU 41652,0 16048,5 38,5 0 0 -
1d KK1P  1347.6 22225 164,9 5805,8 6379,0 109,9
2d KK1P  2706,0 344.,8 12,7 25121 454,6 18,1
3d KK1P  3196,5 936,4 29,3 12386,0 2549,8 20,6
4d KK1P  1829,9 467,1 25,5 6732,6 1391,5 20,7
bd KK1P  2523,5 1653,8 65,5 9759,8 5730,3 58,7
1d S+K 25521,3 10932,7 428 1023,0 445,2 43,5
2d S+K 40118,8 9143,4 22,8 1485,0 685,5 46,2
3d S+K 43080,7 15284,7 35,5 1713,2 627,1 36,6
4d S+K 35270,9 7545,1 21,4 913,6 367,8 40,3
5d S+K 31534,1 11659,2 37,0 102,9 370,8 360,4
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Tabelle 6.4: Statistische intraday-Auswertung des Fragments 1125 des Substrates 34

Probe Median STABWN CV[%]

1d KK2E  5704,9 58770 1030
2d KK2E  4255.9 3574,9 84,0
3d KK2E  16081,3 10679,4 66,4
4d KK2E  10794,1 6152,3 57,0
5d KK2E  14078,3 6368,0 45,2
1d KK1E 1473 95,8 65,0
2d KK1E 0,0 0,0 _
3d KK1E 368,2 408,5  110,9
4d KK1E 633,1 461,5 72,9
5d KKIE 243.6 499.9 2052
1d KU 389286 5325,0 13,7
2d KU 43021,6 22952,1 53,4
3d KU 37481,2 11480,4 30,6
4d KU 42474,1 14001,7 33,0
5d KU 38775,2 10386.5 26,8
1d KK1P 986,8 638,6 69,8
2d KKIP  1441,7 15457 107,2
3d KKIP  2204.4 2063,9 93,6
4d KKIP  3772,0 3145,6 83,4
5d KKIP  3740,8 1449,9 38,8
1d S+K  41478,1 11981,0 28,9
2d S+K  24506,3 127249 51,9
3d S+K 471857 144634 30,7
4d S+K  43814,9 17656,0 40,3
5d S+K  28240,3 17772,2 62,9
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6.4 Abbildungen
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Abbildung 6.1: Proteaseaktivitiat in FFE-Fraktionen bei pH-Gradient 3-10, gemessen mit

MCA-Substrat 3107.Fluoreszenzsignale des Aspergillus fumigatus Kultur-
iberstandes aus AMM mit (graue Balken) und ohne (schwarze Balken)
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Abbildung 6.2: Proteaseaktivitit in FFE-Fraktionen bei pH-Gradient 3-10, gemessen mit

MCA-Substrat 3108.Fluoreszenzsignale des Aspergillus fumigatus Kultur-
iiberstandes aus AMM mit (graue Balken) und ohne (schwarze Balken)
10%FBS

123



3114

4,5E+06

4,0E+06

—_— T 10

8 soroe | Mﬂ/‘

S 3.0E+06 H s 8

3 W

-z, 2,5E+06 — "/kk"‘/( 16 Iz

- S

S 20E+06 L

N

$ 15E+08 sl 4

5

35 1,0E+06 H

™ T2
5,0E+05 H 1
0,0E+00 o M mm ﬂ[I[i[i[h[h“[Lﬂ[itl[l[ldlﬁl[l[luu[l[l[lumu[lumunmumumum0

of

Abbildung 6.

4,5E+06

LS. EECIEN IR T SR S R G RS S R SR S RGP R S S <

FFE-Fraktionen

3: Proteaseaktivitdt in FFE-Fraktionen bei pH-Gradient 3-10, gemessen mit
MCA-Substrat 3114.Fluoreszenzsignale des Aspergillus fumigatus Kultur-
iiberstandes aus AMM mit (graue Balken) und ohne (schwarze Balken)
10%FBS
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4: Proteaseaktivitdt in FFE-Fraktionen bei pH-Gradient 3-10, gemessen mit
MCA-Substrat 3120.Fluoreszenzsignale des Aspergillus fumigatus Kultur-
iiberstandes aus AMM mit (graue Balken) und ohne (schwarze Balken)
10%FBS
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Abbildung 6.5: Vergleich der Massenspektren des Substrat 34 in einer Probe (S+K) und der
unvermischten Substratlosung. Spektrum I zeigt das Substrat nach Inkuba-
tion in S+K und serieller Aufreinigung. Das Spektrum II stammt aus der
direkt gespotteten Substratlosung ohne seriele Aufreinigung.

x104 13_S+K1_Str-Ni\0_B23\1\1SRef
&5
]
41 I
31 2304.020
1084453 2078872 2304.020
2 1440.617
1155.491 e 164784 Zia
1 L 1284525 1482626 2178.961 2401.077
0 i L 1 i \ L s J i I IR "
1000 1200 1400 1600 1800 2000 / 2200 / 2400 2600 miz
x1 2856.459
- =
3 13abu_pun0_LOVI\ISRef
s
g
8
£
1.5
1.0 I I
2828331
2821.9¢
2821.94
0.5
2161276 2054608
1429.050
b 2078.844 2303.909 2445.049 282128
L A N , A
0.0
1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000

miz

Abbildung 6.6: Vergleich der Massenspektren des Substrat 13 in einer Probe (S+K) und der
unvermischten Substratlosung. Spektrum I zeigt das Substrat nach Inkuba-
tion in S+K und serieller Aufreinigung. Das Spektrum II stammt aus der
direkt gespotteten Substratlosung ohne seriele Aufreinigung.
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Abbildung 6.7: Untersuchung der Nachweisbarkeit der Aspergillus-Proteaseaktivitit gegen-
iiber den Substraten 29 und 34 nach iiber-Nacht-Inkubation in zehnfach ver-
diinntem Kulturtiberstand (I), Personalserumpool (II) und Gemisch aus KU
und KK1P im Verhéltnis 1:10 (III). Massenspektrumausschnitt m/z 1000-
1800. Peaks mit Massezahlen im Rahmen sind Fragmente des Substrats 34
und Peaks mit einer unterstrichenen Massezahl sind Fragmente des Substrats
29.
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Abbildung 6.8: Untersuchung der Nachweisbarkeit der Aspergillus-Proteaseaktivitiat gegen-
iiber den Substraten 13 und 22 nach iiber-Nacht-Inkubation in zehnfach ver-
diinntem Kulturtiberstand (I), Personalserumpool (II) und Gemisch aus KU
und KK1P im Verhéltnis 1:10 (III). Massenspektrumausschnitt m/z 1000-
1800. Peaks mit Massezahlen im Rahmen sind Fragmente des Substrats 13

und Peaks mit einer unterstrichenen Massezahl sind Fragmente des Substrats
22.
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Abbildung 6.9: Untersuchung des Einflusses des Volumens der Bruker Ni*t magnetic be-
ads zur Probenvorbereitung. 100 uM Subtratlésung wurden mit PBS im
Verhéltnis wie Probe: Substrat gemischt und nur mit Ni?T magnetic beads
aufgereinigt und gemessen.
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Abbildung 6.10: ROC-Kurve des Fragments 1084 des Substrats 13 fiir KK 1. (A) KK GW
vs. KK 1 (B) KK 4 vs. KK 1
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Abbildung 6.11: ROC-Kurve des Fragments 1114 des Substrats 22. (A) KK GW vs. KK 1
(B) KK 4 vs. KK 1
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Abbildung 6.12: ROC-Kurven der Fragmente 1347 und 1703 des Substrats 29 fiir KK 1. (A)
KK GW vs. KK 1 Fragment 1347, (B) KK 4 vs. KK 1 Fragment 1347, (C)
KK GW vs. KK 1 Fragment 1703, (D) KK 4 vs. KK 1 Fragment 1703.
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Abbildung 6.13: ROC-Kurven der Fragmente 1125 und 1451 des Substrats 34 fir KK 1. (A)
KK GW vs. KK 1 Fragment 1125, (B) KK 4 vs. KK 1 Fragment 1125, (C)
KK GW vs. KK 1 Fragment 1451, (D) KK 4 vs. KK 1 Fragment 1451.
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Abbildung 6.14: ROC-Kurve des Fragmentes 1084 des Substrats 13 fiir KK 3. (A) KK GW
vs. KK 3 (B) KK 4 vs. KK 3.
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Abbildung 6.15: ROC-Kurve des Fragmentes 1114 des Substrats 22. (A) KK GW vs. KK 3
(B) KK 4 vs. KK 3
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Abbildung 6.16: ROC-Kurven der Fragmente 11347 und 1703 des Substrats 29. fiir KK 3.
(A) KK GW vs. KK 3 Fragment 1347, (B) KK 4 vs. KK 3 Fragment 1347,
(C) KK GW vs. KK 3 Fragment 1703, (D) KK 4 vs. KK 3 Fragment 1703.
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Abbildung 6.17: ROC-Kurven der Fragmente 1125 und 1451 des Substrats 34 fir KK 3. (A)

KK GW vs. KK 3 Fragment 1125, (B) KK 4 vs. KK 3 Fragment 1125, (C)
KK GW vs. KK 3 Fragment 1451, (D) KK 4 vs. KK 3 Fragment 1451.
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Abbildung 6.18: Korrelation von CRP-Konzentration zur Intensitit der Fragmente der Son-
de 13. Die Fragmente m/z = 1084(x), m/z = 1284(M) und m/z = 1854(A)
Eine Zusammenfassung der Korrelationkoeffizienten in Tabelle 4.17
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Abbildung 6.19: Korrelation von CRP-Konzentration zu Fragmente der Sonde 21. Die Frag-
ment m/z = 1385(M) und m/z = 1642(A) Eine Zusammenfassung der Kor-
relationkoeffizienten in Tabelle 4.17
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Abbildung 6.20: Korrelation von CRP-Konzentration zu Fragmente der Sonde 22. Das Frag-

ment m/z = 1114(M) Eine Zusammenfassung der Korrelationkoeffizienten
in Tabelle 4.17
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Abbildung 6.21: Korrelation von CRP-Konzentration zu Fragmente der Sonde 29. Die Frag-
mente m/z = 1347(W) und m/z = 1703(A) Eine Zusammenfassung der
Korrelationkoeffizienten in Tabelle 4.17
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Abbildung 6.22: Massenspektren der verdauten Sonde 13 nach Inkubation in Seren Asper-
gillus-infizierter Mause und gesunder Méuse. Spektren I.-III. Inkubation in
infektiosem Seren, gefolgt von I'V.-VI. Inkubation in Seren gesunder M&use.
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Abbildung 6.23: Massenspektren der verdauten Sonde 29 nach Inkubation in Seren Asper-
gillus-infizierter Mause und gesunder Méuse. Spektren I.-I1I. Inkubation in
infektiosem Seren, gefolgt von IV.-VI. Inkubation in Seren gesunder M&use.
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Abbildung 6.24: Massenspektren der verdauten Sonde 34 nach Inkubation in Seren Asper-
gillus-infizierter Mause und gesunder Méuse. Spektren I.-I1I. Inkubation in
infektiosem Seren, gefolgt von IV.-VI. Inkubation in Seren gesunder Mause.
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Abbildung 6.25: Uberblick der gemessenen Signalintensititen der Kontrollen fiir Substrat 21
wahrend der Patientenstudien.
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Abbildung 6.26: Uberblick der gemessenen Signalintensititen der Kontrollen fiir Substrat 22
wahrend der Patientenstudien.
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Abbildung 6.27: Uberblick der gemessenen Signalintensitéiten der Kontrollen fiir Substrat 29
wéahrend der Patientenstudien.
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Abbildung 6.28: Uberblick der gemessenen Signalintensitéiten der Kontrollen fiir Substrat 34
wahrend der Patientenstudien.

Tabelle 6.5: Uberblick der Varianzen der Kontrollen wihrend der Studien

Substratnr. 13 21 22 29 34

Fragment 1084 1642 1114 1347 1703 1125 1451
Probe RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%]
KU 143.8 33.9 161,3 32,5 - 33,4 -

KK1P 156,2 181,9 114.5 145,7 62,6 130,5 97,3
S+K 170,9 70,8 122,8 64,5 105,9 83,7 106,4
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Abbildung 6.29: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1084 des Substrates 13
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(ll) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-

belle 6.8.
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Entnahmedatum

Abbildung 6.30: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1284 des Substrates 13
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-
belle 6.8.
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Abbildung 6.31: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1114 des Substrates 22
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(ll) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-

belle 6.8.
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Abbildung 6.32: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1347 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannas fiir ein

positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.33: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1703 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(ll) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-

belle 6.8.
1125
5,0E+04 06
4,5E+04 B
0,5 =
4,0E+04 £
(=2}
g S5E04 — 1o4 £
O L |
S. 3,06+04 E
S 256404 - 03 €
[} _ ©
§ 20E+04 — = £
Loo
£ 156404 {17 - nll 02 ¥
©
1,0E+04 Fin - 104 @
5,0E+03 H Z Aﬁ ’—i H V \[ [
0,0E+00 - - | . ! . D . N 0,0
’9@ r&@ @6\ q’@'\ r&@ @6\ r&@ r&@ r&@ {]9@ (19@ ()9@ qs§§° {’9@’ ‘LQ@ ‘L@% (&@ 'ﬁ‘@ 'L@% 'L@%
PR R Q@@ O R R RN QTG GG 0T R R
2 T o PP e N o e a1 S

Entnahmedatum

Abbildung 6.34: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1125 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-
belle 6.8.
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Abbildung 6.35: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1451 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 15, vgl. Ta-

belle 6.8.
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Abbildung 6.36: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1084 des Substrates 13
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.37: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1114 des Substrates 22
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle
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Entnahmedatum

Abbildung 6.38: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1347 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.39: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1703 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle

1125
3,5E+04 55
15
3,0E+04 A Il ]
N \ 145 %
o 2.5E+04 T4 2
5 T35 ¢
= 2,0E+04 \ 1M 3 g
= c
2 1,5E+04 M M 25 &
£ = 1 M A2, 2
= 1.0E+04 Inlecn = \ AN s S
— M LN ©
1] L] A A -1 O
5,0E+03 T v =] — 05
ooesoo LA H T HOH OO NN o - Ho OOHTH o
QQ’QQ’@’QQ’@’QQ“"@’Q‘b@@’@’@@’@’@0‘5@’@0‘5@@’Q’c‘b
%@qcfb@%{&dﬁgﬁfﬂg%@@@%@%{b @{&Q{&q@@(ﬁiﬁe@c@e@ % 0’”0@90 ®
R QS LELL PP R PP S 5 N
0"\""’(’J\Q’»\“@'\'(pmwrﬂfﬂ’mrﬁ’meo’beﬁ’s‘b@»{‘ﬁ\“"»@
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Abbildung 6.40: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1125 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(ll) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannan fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle
6.8.
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Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1451 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 2, vgl. Tabelle
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Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1084 des Substrates 13
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannan fiir
ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle

6.8.
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Abbildung 6.43: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1114 des Substrates 22
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.44: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1347 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle
6.8.

148



1703
3,0E404 2

2,5E+04 1

2,0E+04

1,5E+04 / \

1,0E+04
|

Intensitat [cts]

05

——
—
\
]
Galaktomannan [ng/ml]

5,0E+03

] " T
0,0E+00 \1‘3\~’:‘/£- W\B\D *‘I

o

& L
V¥ GV
NN
RS

S 9 S O & L 9SO ®
DA G S S S S 3
IR U MRS MM RN N RN I S

S & o S o o T LS WS S
dTFT @ N 0T R PP T @ 0T P P S
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Abbildung 6.45: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1703 des Substrates 29
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.46: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1125 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle
6.8.
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Abbildung 6.47: Zeitlicher Verlauf der MS-Signale des Fragmentes 1451 des Substrates 34
im Vergleich zum Galaktomannan-Wert. Die Balken stellen die MS-Signale
dar, der Galaktomannan-Wert ist durch die Kurve der Wiirfel(l) gekenn-
zeichnet. Die rote Kennlinie stellt den Grenzwert des Galaktomannans fiir

ein positives Ergebnis dar. Die Daten stammen von Patientin 6, vgl. Tabelle
6.8.
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Tabelle 6.7: Ubersicht der gemessenen Proben des Kollektivs 4.

Studiennr.

PROBABLE:
STUDIE-ITI-01
STUDIE-III-02
STUDIE-III-03
STUDIE-ITI-04
STUDIE-III-05
STUDIE-III-06
STUDIE-ITI-07
STUDIE-III-08
STUDIE-III-09
STUDIE-III-10
STUDIE-III-11
STUDIE-III-12
STUDIE-III-13
STUDIE-ITI-14
STUDIE-III-15
STUDIE-III-17

STUDIE-ITI-16
STUDIE-ITI-18
STUDIE-III-19
STUDIE-III-20
STUDIE-ITI-21
STUDIE-III-22
STUDIE-ITI-23
STUDIE-ITI-24
STUDIE-IX-02
STUDIE-IX-07
STUDIE-IX-08
STUDIE-IX-09
STUDIE-IX-10
STUDIE-IX-11
STUDIE-IX-14
STUDIE-IX-17
STUDIE-IX-19

STUDIE-XII-21
STUDIE-IX-21
STUDIE-IX-01
STUDIE-IX-12
STUDIE-IX-06
STUDIE-XI-07
STUDIE-XI-03
STUDIE-XI-04
STUDIE-XI-13
STUDIE-XI-14
STUDIE-XI-15
STUDIE-XI-16
STUDIE-XI-17
STUDIE-XI-20

STUDIE-XII-02
STUDIE-IX-18

STUDIE-XII-05

STUDIE-XII-14
STUDIE-VI-05

PROVEN:
STUDIE-VII-GWO01
STUDIE-VII-GW02
STUDIE-VII-GWO05
STUDIE-VII-GWO06
STUDIE-VII-GWO07
STUDIE-VII-GWO08
STUDIE-VII-GW12
STUDIE-VII-GW13
STUDIE-VII-GW14
STUDIE-VII-GW15
STUDIE-VII-GW19

Tabelle 6.8: Ubersicht der gemessenen Proben des Kollektivs 2. Erliuterung der MS-Signal-
Intensitdten: ++++-+ 5 Substrate hoch; ++++ 4 Substrate hoch; ++-+ 3 Sub-
strate hoch, ++ 2 Substrate hoch, + 1 Substrat hoch, - kein Substrat hoch. Der
Grenzwert zum positiv Ergebnis des Galaktomannans liegt bei 0,5 ng/ml.

Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-ITI-01 Patient 2 m 76 06.10.2008 1,51 ++ AML
STUDIE-III-02 Patient 2 m 76 11.09.2008 0,74 ++ AML
STUDIE-III-03 Patient 2 m 76 17.09.2008 4,74 + AML
STUDIE-III-04 Patient 2 m 76 13.10.2008 1,17 +++ AML
STUDIE-III-05 Patient 2 m 76 01.10.2008 1,11 ++ AML
STUDIE-III-06 Patient 2 m 76 08.10.2008 1,6 ++ AML
STUDIE-III-07 Patient 2 m 76 19.09.2008 4,91 + AML
STUDIE-III-08 Patient 2 m 76 29.09.2008 0,74 ++ AML
STUDIE-III-09 Patient 2 m 76 22.09.2008 2,06 ++ AML
STUDIE-III-10 Patient 2 m 76 18.09.2008 4,06 ++ AML
STUDIE-III-11 Patient 2 m 76 26.09.2008 0,65 + AML
STUDIE-ITI-12 Patient 2 m 76 16.09.2008 2,92 +++ AML
STUDIE-III-13 Patient 2 m 76 19.09.2008 1,83 +++ AML
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-III-14 Patient 2 m 76 02.10.2008 1 +++ AML
STUDIE-ITI-15 Patient 2 m 76 25.09.2008 0,95 + AML
STUDIE-III-16 Patient 2 m 76 22.09.2008 2,06 + AML
STUDIE-ITI-17 Patient 2 m 76 21.09.2008 3,35 + AML
STUDIE-III-18 Patient 2 m 76 10.10.2008 1,91 ++ AML
STUDIE-III-19 Patient 2 m 76 15.09.2008 1,83 ++ AML
STUDIE-III-20 Patient 2 m 76 14.10.2008 0,97 +++ AML
STUDIE-ITI-21 Patient 2 m 76 16.10.2008 0,9 +++ AML
STUDIE-III-22 Patient 2 m 76 04.09.2008 0,55 + AML
STUDIE-III-23 Patient 2 m 76 20.09.2008 3,82 + AML
STUDIE-III-24 Patient 2 m 76 24.09.2008 0,11 - AML
STUDIE-IV-01 Patient 3 w 60 11.07.2006 0,2 ++++ AML
STUDIE-IV-02 Patient 45 m 58 18.07.2006 0 - AML
STUDIE-IV-03 Patient 4 w 69 18.07.2006 0 ++++ AML
STUDIE-IV-04 Patient 45 m 58 25.08.2006 0 - AML
STUDIE-IV-05 Patient 31 w 72 23.01.2006 0,05 - AML
STUDIE-IV-06 Patient 33 w 46 22.08.2006 0 ++ AML
STUDIE-IV-08 Patient 20 w 81 16.01.2006 0,05 - Diabetes
mellitus
STUDIE-IV-09 Patient 4 w 69 11.07.2006 0 + AML
STUDIE-IV-10 Patient 47 m 70 23.01.2006 0,05 ++ MDS
STUDIE-IV-11 Patient 20 w 81 23.01.2006 0,77 - Diabetes
mellitus
STUDIE-IV-13 Patient 49 m 58 11.07.2006 0,05 - Mantelzell-
Lymphom
STUDIE-IV-14 Patient 33 w 46 15.08.2006 0,05 - AML
STUDIE-IV-15 Patient 45 m 58 14.08.2006 0 +++ AML
STUDIE-IV-16 Patient 33 w 46 25.08.2006 - AML
STUDIE-IV-17 Patient 9 m 71 15.08.2006 + multiples
Myelom
STUDIE-IV-18 Patient 49 m 58 18.07.2006 0 - Mantelzell-
Lymphom
STUDIE-IV-19 Patient 3 w 60 18.07.2006 0 - AML
STUDIE-IV-20 Patient 45 m 58 22.08.2006 0 +++ AML
STUDIE-IV-21 Patient 18 w 61 25.08.2006 0 - NHL
STUDIE-IV-22 Patient 16 w 57 22.08.2006 0 + kA
STUDIE-IV-23 Patient 9 m 71 25.08.2006 0 - multiples
Myelom
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-IV-25 Patient 5 m 47 22.08.2006 0 + NHL
STUDIE-V-01 Patient 46 m 66 13.02.2006 0,10 + AML
STUDIE-V-02 Patient 46 m 66 20.02.2006 0 + AML
STUDIE-V-03 Patient 45 m 58 22.08.2006 0 - AML
STUDIE-V-04 Patient 45 m 58 18.08.2006 0 - AML
STUDIE-V-05 Patient 45 m 58 21.07.2006 0 - AML
STUDIE-V-06 Patient 45 m 58 03.08.2006 0 - AML
STUDIE-V-07 Patient 45 m 58 28.07.2006 0 - AML
STUDIE-V-08 Patient 45 m 58 11.07.2006 k.A. - AML
STUDIE-V-09 Patient 45 m 58 04.08.2006 0 - AML
STUDIE-V-10 Patient 45 m 58 15.08.2006 0 - AML
STUDIE-V-11 Patient 46 m 66 14.02.2006 0 +++ AML
STUDIE-V-12 Patient 46 m 66 21.02.2006 0 + AML
STUDIE-V-13 Patient 46 m 66 17.02.2006 0 ++ AML
STUDIE-V-14 Patient 46 m 66 22.02.2006 0 + AML
STUDIE-V-15 Patient 47 m 70 17.01.2006 0 ++ MDS
STUDIE-V-16 Patient 8 m 51 11.10.2006 0 - B-NHL
STUDIE-V-17 Patient 46 m 66 23.02.2006 0 +++ AML
STUDIE-V-18 Patient 47 m 70 25.01.2006 0 ++++ MDS
STUDIE-V-19 Patient 47 m 70 13.01.2006 0,18 +++ MDS
STUDIE-V-20 Patient 46 m 66 10.02.2006 0 ++ AML
STUDIE-VI-01 Patient 36 m 42 30.04.2007 0,56 ++ multiples
Myelom
STUDIE-VI-02 Patient 13 m 83 03.12.2007 0,98 +++ NHL
STUDIE-VI-03 Patient 24 w 70 05.04.2007 0,74 +++ Gliom
STUDIE-VI-04 Patient 13 m 83 06.12.2007 0,75 +++ NHL
STUDIE-VI-05 Patient 53 m 52 16.04.2007 0,7 ++ AML
STUDIE-VI-06 Patient 25 m 62 31.03.2008 1,58 + NHL
STUDIE-VI-07 Patient 48 m 57 10.04.2008 0,94 - Plasmo-
zytom
STUDIE-VI-08 Patient 19 m 47 23.04.2007 0,73 - AML
STUDIE-VI-09 Patient 10 w 53 04.08.2006 0,9 ++ AML
STUDIE-VI-10 Patient 46 m 66 11.07.2006 0 ++ AML
STUDIE-VI-11 Patient 45 m 58 18.07.2006 0 - AML
STUDIE-VI-12 Patient 1 m 67 03.08.2006 0 ++ multiples
Myelom
STUDIE-VI-13 Patient 47 m 70 19.01.2006 0 +++ MDS
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-VI-14 Patient 1 m 67 04.08.2006 0 +++ multiples
Myelom
STUDIE-VI-15 Patient 46 m 66 24.02.2006 0 ++ AML
STUDIE-VI-16 Patient 47 m 70 20.01.2006 0 ++ MDS
STUDIE-VI-17 Patient 8 m 51 19.04.2006 1,39 - B-NHL
STUDIE-VI-18 Patient 46 m 66 07.02.2006 0 - AML
STUDIE-VI-19 Patient 47 m 70 23.01.2006 0,12 ++ MDS
STUDIE-VI-20 Patient 51 m 67 28.02.2008 0,59 - multiples
Myelom
STUDIE-VI-21 Patient 46 m 66 15.02.2006  k.Mat. + AML
STUDIE-VI-22 Patient 8 m 51 15.02.2006 0 - B-NHL
STUDIE-VI-23 Patient 3 w 60 11.07.2006 0,2 +++ AML
STUDIE-VI-24 Patient 47 m 70 15.01.2006 0 + MDS
STUDIE-VI-25 Patient 18 w 61 11.08.2006 0 - NHL
STUDIE-VI-26 Patient 49 m 58 18.07.2006 0 - Mantelzell-
Lymphom
STUDIE-VI-27 Patient 46 m 66 21.07.2006 ++ AML
STUDIE-VI-28 Patient 46 m 66 18.07.2006 - AML
STUDIE-VI-29 Patient 35 m 40 11.07.2006 - Keimzell-
tumor
STUDIE-VI-30 Patient 47 m 70 16.01.2006 0 ++ MDS
STUDIE-VI-31 Patient 27 w 46 28.07.2006 0 - AML
STUDIE-VI-32 Patient 49 m 58 21.07.2006 0 - Mantelzell-
Lymphom
STUDIE-VII-01  Patient 46 m 66 28.07.2006 0 +++ AML
STUDIE-VII-02  Patient 27 w 46 21.07.2006 0 - AML
STUDIE-VII-03  Patient 14 w 41 30.12.2006 0 - kA
STUDIE-VII-04  Patient 10 w 53 21.07.2006 0 - AML
STUDIE-VII-05  Patient 37 w 68 03.08.2006 0 - NHL
STUDIE-VII-06  Patient 10 w 53 03.08.2006 0 - AML
STUDIE-VII-07  Patient 3 w 60 22.09.2006 0 - AML
STUDIE-VII-08  Patient 10 w 53 28.07.2008 0 - AML
STUDIE-VII-09  Patient 14 w 41 27.12.2006 0 - kA
STUDIE-VII-10  Patient 14 w 41 29.12.2006 0 - kA
STUDIE-VII-11  Patient 14 w 41 31.12.2006 0 - kA
STUDIE-VII-12  Patient 16 w 57 18.08.2006 0 + kA
STUDIE-VII-13  Patient 46 m 66 03.08.2006 0 + AML
STUDIE-VII-14  Patient 33 w 46 08.09.2006 0 - AML
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-VII-15  Patient 33 w 46 06.10.2006 0 - AML
STUDIE-VII-16  Patient 33 w 46 22.09.2006 0 - AML
STUDIE-VII-17  Patient 3 w 60 06.10.2006 0 + AML
STUDIE-VII-18  Patient 44 m 65 22.09.2006 0 - NHL
STUDIE-VII-19  Patient 38 m 31 22.09.2006 0. + neuroekto-
dermaler
Tumor
STUDIE-VII-20  Patient 11 W 62 08.09.2006 0 - multiples
Myelom
STUDIE-VII-21  Patient 44 m 65 04.10.2006 0 - NHL
STUDIE-VIII-01 Patient 28 w 42 14.12.2006 0,12 ++ AML
STUDIE-VIII-02 Patient 34 w 61 14.12.2006 0 ++++ AML
STUDIE-VIII-03 Patient 23 w 71 14.12.2006 0 ++++ ALL
STUDIE-VIII-04 Patient 4 w 69 24.10.2006 0 ++++ AML
STUDIE-VIII-05 Patient 28 w 42 02.01.2007 0 +++++ AML
STUDIE-VIII-06 Patient 29 w 27 29.12.2006 0,13 + AML
STUDIE-VIII-07 Patient 14 w 41 28.12.2006 0 - kA
STUDIE-VIII-08 Patient 29 w 27 28.12.2006 0 + AML
STUDIE-VIII-09 Patient 29 w 27 01.01.2007 0,12 + AML
STUDIE-VIII-10 Patient 29 w 27 01.01.2007 0,12 + AML
STUDIE-VIII-11 Patient 23 w 71 21.12.2006 0 ++++ ALL
STUDIE-VIII-12 Patient 28 w 42 28.12.2006 0 ++ AML
STUDIE-VIII-13  Patient 39 m 69 28.07.2006 0,24 +4++ multiples
Myelom
STUDIE-VIII-14 Patient 27 w 46 15.12.2006 0 + AML
STUDIE-VIII-15 Patient 29 w 27 28.12.2006 0 ++ AML
STUDIE-VIII-16  Patient 19 m 47 28.12.2006 0 - AML
STUDIE-VIII-17 Patient 28 w 42 29.12.2006 0 +++ AML
STUDIE-VIII-18 Patient 27 w 46 18.12.2006 0 ++++ AML
STUDIE-VIII-19 Patient 29 w 27 28.12.2006 0 ++ AML
STUDIE-VIII-20 Patient 28 w 42 01.01.2007 0,10 ++++ AML
STUDIE-VIII-21  Patient 29 w 27 30.12.2006 0,13 - AML
STUDIE-VIII-22 Patient 29 w 27 02.01.2007 0 - AML
STUDIE-VIII-23  Patient 28 w 42 30.12.2006 0 ++++ AML
STUDIE-VIII-24  Patient 7 w 49,00  28.12.2006 0 - AML
STUDIE-VIII-25 Patient 27 w 46 18.12.2006 0,12 + AML
STUDIE-VIII-26  Patient 10 w 53 24.10.2006 0 - AML
STUDIE-VIII-27 Patient 18 w 61 22.08.2006 0 + NHL

159

Fortsetzung auf der folgenden Seite



Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-VIII-28 Patient 3 w 60 04.10.2006 +++ AML
STUDIE-VIII-29 Patient 41 m 54 14.12.2006 ++++ AML
STUDIE-VIII-30 Patient 21 m 69 28.12.2006 + AML
STUDIE-VIII-31 Patient 9 m 71 22.08.2006 0,37 + multiples
Myelom
STUDIE-VIII-32 Patient 1 m 67 15.08.2006 0 +++ multiples
Myelom
STUDIE-VIII-33  Patient 27 w 46 03.08.2006 0 - AML
STUDIE-VIII-34 Patient 27 w 46 14.12.2006 0 + AML
STUDIE-VIII-35 Patient 44 m 65 06.10.2006 0 - NHL
STUDIE-VIII-36  Patient 32 W 32 21.12.2006 0 - Magen-
karzimon
STUDIE-VIII-37 Patient 30 m 64 08.09.2006 0 - multiples
Myelom
STUDIE-VIII-38 Patient 30 m 64 22.09.2006 0 - multiples
Myelom
STUDIE-VIII-39 Patient 33 w 46 04.10.2006 + AML
STUDIE-VIIT-40 Patient 38 m 31 08.09.2006 + neuroekto-
dermaler
Tumor
STUDIE-VIII-41 Patient 42 m 67 14.12.2006 0 ++ multiples
Myelom
STUDIE-VIII-42 Patient 18 w 61 15.08.2006 0 + NHL
STUDIE-IX-01 Patient 15 w 64 23.10.2008 0 +++ AML
STUDIE-IX-02 Patient 15 w 64 15.11.2007 0 +++ AML
STUDIE-IX-03 Patient 15 w 64 18.02.2008 0 + AML
STUDIE-IX-04 Patient 15 w 64 13.11.2008 0 - AML
STUDIE-IX-05 Patient 15 w 64 25.02.2008 0,17 - AML
STUDIE-IX-06 Patient 15 w 64 03.11.2008 0 ++ AML
STUDIE-IX-07 Patient 15 w 64 06.09.2007 0 - AML
STUDIE-IX-08 Patient 15 w 64 20.09.2007 0,15 ++ AML
STUDIE-IX-09 Patient 15 w 64 13.09.2007 0 +++ AML
STUDIE-IX-10 Patient 15 w 64 08.10.2007 0 + AML
STUDIE-IX-11 Patient 15 w 64 06.12.2007 0 ++ AML
STUDIE-IX-12 Patient 15 w 64 27.10.2008 0 +++++ AML
STUDIE-IX-13 Patient 15 w 64 28.01.2008 0 + AML
STUDIE-IX-14 Patient 15 w 64 29.11.2007 0,12 ++ AML
STUDIE-IX-15 Patient 15 w 64 04.02.2008 0 + AML
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale

STUDIE-IX-16 Patient 15 w 64 17.12.2007 0 + AML
STUDIE-IX-17 Patient 15 w 64 22.11.2007 0,15 +++ AML
STUDIE-IX-18 Patient 15 w 64 27.09.2007 0 ++ AML
STUDIE-IX-19 Patient 15 w 64 30.08.2007 0,11 + AML
STUDIE-IX-20 Patient 52 w 36 11.02.2008 0,19 - AML
STUDIE-IX-21 Patient 15 w 64 24.08.2007 0,12 +++ AML
STUDIE-X-01 Patient 28 w 42 03.01.2007 0 ++ AML
STUDIE-X-02 Patient 29 w 27 02.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-03 Patient 19 m 47 04.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-04 Patient 28 w 42 04.01.2007 0 + AML
STUDIE-X-05 Patient 33 w 46 25.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-06 Patient 21 m 69 25.01.2007 0,16 + AML
STUDIE-X-07 Patient 14 w 41 03.01.2007 0 - kA
STUDIE-X-08 Patient 7 w 49 04.01.2007 0 + AML
STUDIE-X-09 Patient 33 w 46 22.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-10 Patient 34 w 61 02.01.2007 0 +++++ AML
STUDIE-X-11 Patient 23 w 71 02.01.2007 0,43 +++++ ALL
STUDIE-X-12 Patient 7 w 49 15.01.2007 0 +++ AML
STUDIE-X-13 Patient 19 m 47 02.01.2007 0 ++ AML
STUDIE-X-14 Patient 21 m 69 02.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-15 Patient 7 w 49 02.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-16 Patient 21 m 69 03.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-17 Patient 3 w 60 15.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-18 Patient 29 w 27 04.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-19 Patient 14 w 41 04.01.2007 0 - kA
STUDIE-X-20 Patient 33 w 46 15.01.2007 0 - AML
STUDIE-X-21 Patient 21 m 69 15.01.2007 0 - AML
STUDIE-XI-01 Patient 50 w 53 12.03.2007 0,3 - AML
STUDIE-XI-02 Patient 6 m 57 02.03.2009 0 - AML
STUDIE-XI-03 Patient 6 m 57 09.03.2009 0,42 /1,75 - AML
STUDIE-XI-04 Patient 6 m 57 09.04.2009 0 ++ AML
STUDIE-XI-05 Patient 6 m 57 23.02.2009 0,11 - AML
STUDIE-XI-06 Patient 6 m 57 26.02.2009 0 - AML
STUDIE-XI-07 Patient 6 m 57 05.03.2009 0,12 + AML
STUDIE-XI-08 Patient 6 m 57 19.02.2009 0,22 - AML
STUDIE-XI-09 Patient 50 w 53 26.02.2007 0 - AML
STUDIE-XI-10 Patient 40 w 59 26.02.2007 0 + AML
STUDIE-XI-11 Patient 47 w 72 12.02.2007 0 AML
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Studiennr. Patient Nr. Geschlecht Alter Proben- GM-Wert MS- Diagnose
datum Signale
STUDIE-XI-12 Patient 23 w 71 26.02.2007 0 + ALL
STUDIE-XI-13 Patient 6 m 57 12.03.2009 0,16 - AML
STUDIE-XI-14 Patient 6 m 57 30.03.2009 0,12 - AML
STUDIE-XI-15 Patient 6 m 57 16.03.2009 0,1 - AML
STUDIE-XI-16 Patient 6 m 57 19.03.2009 0,21 - AML
STUDIE-XI-17 Patient 6 m 57 26.03.2009 0,32 - AML
STUDIE-XI-18 Patient 50 w 53 15.02.2007 0 + AML
STUDIE-XI-19 Patient 12 m 64 15.02.2007 0 + AML
STUDIE-XI-20 Patient 6 m 57 23.03.2009 0,1 - AML
STUDIE-XI-21 Patient 27 w 46 18.12.2006 k.A. + AML
STUDIE-XII-01  Patient 33 w 46 29.01.2007 0 - AML
STUDIE-XII-02  Patient 6 m 57 20.04.2009 0 +++ AML
STUDIE-XII-03  Patient 3 w 60 29.01.2007 0,70 +++ AML
STUDIE-XII-04  Patient 3 w 60 25.01.2007 0,13 ++ AML
STUDIE-XII-05  Patient 6 m 57 06.05.2009 0 - AML
STUDIE-XII-06  Patient 19 m 47 21.12.2006 0 - AML
STUDIE-XII-07  Patient 45 m 58 23.10.2006 0 + AML
STUDIE-XII-08  Patient 47 w 72 01.02.2007 0 ++ AML
STUDIE-XII-09  Patient 54 w 62 05.02.2007 0 +++ multiples
Myelom
STUDIE-XII-10  Patient 21 m 69 29.01.2007 0 ++ AML
STUDIE-XII-11  Patient 45 m 58 05.02.2007 0 - AML
STUDIE-XII-12  Patient 50 w 53 29.01.2007 0 - AML
STUDIE-XII-13  Patient 45 m 58 29.01.2007 0,42 - AML
STUDIE-XII-14  Patient 6 m 57 23.04.2009 0,12 - AML
STUDIE-XII-15  Patient 47 w 72 05.02.2007 0 + AML
STUDIE-XII-16  Patient 33 w 46 05.02.2007 0 +++ AML
STUDIE-XII-17  Patient 50 w 53 01.02.2007 0 - AML
STUDIE-XII-18  Patient 50 w 53 15.02.2007 0 - AML
STUDIE-XII-19  Patient 12 m 64 12.03.2007 0 - AML
STUDIE-XII-20  Patient 54 W 62 01.02.2007 0 - multiples
Myelom

STUDIE-XII-21  Patient 6 m 57 16.04.2009 0 +++ AML

162



Tabelle 6.9: MS-Daten der gesamten Studien

Patient-/Studiennr. 1084 1284 1854 1642 1114 1347 1703 1125 1451

STUDIE-III-IMHO1 128 120 0 10555 24765 2011 12318 10741 0
STUDIE-III-IMH02 6793 0 0 14345 19863 3110 11378 2441 372
STUDIE-III-IMHO03 10894 109 0 16770 11773 1945 14847 9270 3513
STUDIE-ITI-IMH04 8733 176 0 9244 43182 2518 10739 20420 3190
STUDIE-III-IMHO5 8509 280 0 11773 18382 435 4267 6620 1719
STUDIE-III-IMHO06 17653 246 0 12512 12522 254 3492 3860 1187
STUDIE-ITI-IMHO07 8140 0 0 15879 12656 115 2626 8412 3979
STUDIE-ITI-IMH08 14833 288 0 10232 18517 2090 13068 2147 893
STUDIE-III-IMHO09 1838 0 0 9368 22909 9591 3694 9188 4658
STUDIE-III-IMH10 9726 199 0 19904 20289 231 4259 13710 6370
STUDIE-ITI-IMH11 3507 0 0 3785 18457 790 3837 5656 3657
STUDIE-ITI-IMH12 2710 0 0 18891 20052 0 113 15249 9076
STUDIE-ITI-IMH13 2427 0 0 19984 20717 926 7290 15696 5009
STUDIE-ITI-IMH14 12043 254 0 11240 26437 15088 471 12345 2957
STUDIE-ITT-IMH15 1272 0 0 5283 39221 0 520 436 219
STUDIE-III-IMH16 116 0 0 9428 4690 346 468 2182 851
STUDIE-III-IMH17 0 0 0 12637 13745 1704 1396 5298 2547
STUDIE-III-IMH18 6656 0 0 10322 33333 5251 10874 14808 2978
STUDIE-ITI-IMH19 1598 0 0 17335 16051 3519 2572 10978 3742
STUDIE-ITI-IMH20 6198 118 0 10741 31934 10871 15968 12600 1876
STUDIE-ITI-IMH21 6892 0 0 12857 27529 190 2941 31394 8418
STUDIE-III-IMH22 5901 0 0 11589 2007 1132 4760 7258 1191
STUDIE-ITI-IMH23 4203 0 0 16023 13284 477 5664 3089 2592
STUDIE-ITI-IMH24 3321 0 0 4169 8151 1491 3484 1541 1485
STUDIE-IV-IMHO01 469 0 0 19496 20505 1061 19338 28734 9431
STUDIE-IV-IMHO02 0 0 0 7267 793 476 3899 1729 1039
STUDIE-IV-IMHO03 143 0 0 9710 17884 8313 28367 57185 10340
STUDIE-IV-IMH04 0 0 0 1347 154 406 1000 333 327
STUDIE-IV-IMHO05 0 0 0 1454 546 227 443 0 0
STUDIE-IV-IMH06 1257 0 0 16915 10191 173 9270 22237 14274
STUDIE-IV-IMHO07 923 0 0 3231 389 379 569 0 0
STUDIE-IV-IMHO8 148 0 0 3641 0 369 3843 1284 763
STUDIE-IV-IMH09 3474 0 0 12618 0 981 8995 2134 1032
STUDIE-IV-IMH10 7450 0 0 18009 9533 949 16992 8583 515
STUDIE-IV-IMH11 967 0 0 6037 1876 491 5336 1282 047
STUDIE-IV-IMH12 1018 0 0 5263 0 697 5217 2234 1298
STUDIE-IV-IMH13 998 0 0 1806 0 2837 9804 1438 0
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STUDIE-IV-IMH14 12304 0 0 14423 6336 487 18222 16385 474
STUDIE-IV-IMH15 400 0 0 0 116 226 245 619 107
STUDIE-IV-IMH16 225 0 0 9151 4751 522 8688 1500 924
STUDIE-IV-IMH17 493 0 0 3813 446 1115 4452 4811 1944
STUDIE-IV-IMH18 734 0 0 3337 513 354 4620 5105 1950
STUDIE-IV-IMH19 14163 0 0 15239 17769 0 0 44381 1505
STUDIE-IV-IMH20 483 0 0 487 0 427 15195 3402 1160
STUDIE-IV-IMH21 1609 0 0 12636 12067 505 7063 7208 5219
STUDIE-IV-IMH22 810 0 0 2981 0 0 470 975 252
STUDIE-IV-IMH23 1179 0 0 5349 629 0 2447 2324 5951
STUDIE-IV-IMH24 2266 0 0 9975 3800 432 5619 6356 224
STUDIE-IV-IMH25 890 0 0 1019 254 300 1812 513 1659
STUDIE-V-IMHO1 9637 1684 1862 6135 8002 2967 17446 11827 = 9317
STUDIE-V-IMH02 6369 1235 1909 5492 5499 2260 16553 7362 4555
STUDIE-V-IMHO03 1244 155 367 357 220 435 1392 1079 297
STUDIE-V-IMH04 360 0 282 341 112 391 1141 330 202
STUDIE-V-IMHO05 4081 343 1025 2550 1088 3089 12736 1024 455
STUDIE-V-IMH06 381 0 161 627 595 750 5430 567 438
STUDIE-V-IMHO07 0 0 182 1728 222 1580 5888 2369 767
STUDIE-V-IMHO08 149 0 484 3162 856 239 5220 4174 4091
STUDIE-V-IMHO09 1634 295 o508 1546 1489 466 3902 2536 2063
STUDIE-V-IMH10 641 141 363 363 265 284 596 412 170
STUDIE-V-IMH11 1510 156 2930 8115 5300 2501 30683 14307 19495
STUDIE-V-IMH12 2544 679 0 6666 5853 3780 26070 10974 7035
STUDIE-V-IMH13 1427 181 1755 6486 3105 5348 41062 20223 14330
STUDIE-V-IMH14 1554 413 2285 6945 1165 6573 36255 10303 7861
STUDIE-V-IMH15 1291 0 2428 15621 6318 950 28139 3338 8809
STUDIE-V-IMH16 411 0 1298 2808 7420 754 11425 1299 2181
STUDIE-V-IMH17 689 125 1502 10978 3255 6160 33155 21092 12021
STUDIE-V-IMH18 2174 0 1487 21998 22231 1663 59480 33383 44544
STUDIE-V-IMH19 3915 493 0 12510 12188 1291 26058 34808 17802
STUDIE-V-IMH20 221 0 1525 8019 2732 597 9773 13509 15310
STUDIE-VI-IMHO01 2385 410 2910 3356 1552 961 21921 21532 32325

STUDIE-VI-IMHO02 24393 1246 2538 7933 12649 650 21601 37560 26525
STUDIE-VI-IMHO03 47951 2677 4615 7298 10996 2979 35537 47787 26246
STUDIE-VI-IMH04 10572 461 2297 8452 4839 1718 31288 25228 18455

STUDIE-VI-IMHO05 9177 847 1294 2819 25014 765 16104 2341 5168
STUDIE-VI-IMH06 4964 0 690 6624 19856 1202 14969 5067 874
STUDIE-VI-IMHO07 0 0 128 0 985 291 1142 2490 2413
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STUDIE-VI-IMHO08 0 0 0 1025 1492 555 6027 132 0
STUDIE-VI-IMH09 2065 146 1592 2733 9681 2051 27080 24177 18600
STUDIE-VI-IMH10 964 235 1901 4137 12881 2330 22769 22928 18728
STUDIE-VI-IMH11 689 166 804 998 1015 343 4945 14581 12109
STUDIE-VI-IMH12 13984 1241 3469 2900 14584 1949 24341 28804 21448
STUDIE-VI-IMH13 3077 486 2506 4635 19087 567 23317 31559 40850
STUDIE-VI-IMH14 9707 436 2281 3471 17540 3134 17279 20430 3289
STUDIE-VI-IMH15 568 0 1145 940 6499 3449 20903 31571 20374
STUDIE-VI-IMH16 1743 207 1738 7486 12694 5922 23615 25083 40314
STUDIE-VI-IMH17 014 217 1365 3659 475 354 3667 1737 1690
STUDIE-VI-IMH18 148 0 1007 1714 1477 2226 11234 1289 1158
STUDIE-VI-IMH19 10786 1503 2079 7645 7445 450 22211 9902 17379
STUDIE-VI-IMH20 561 0 719 1690 434 180 1473 1079 1140
STUDIE-VI-IMH21 767 136 1250 1606 6932 5290 28098 5966 4293
STUDIE-VI-IMH22 0 0 353 894 1082 816 3657 948 951
STUDIE-VI-IMH23 15329 332 1612 3032 11947 3261 37878 26717 21677
STUDIE-VI-IMH24 5098 593 1576 606 8074 2557 26855 12445 8584
STUDIE-VI-IMH25 0 0 0 258 484 291 2097 597 393
STUDIE-VI-IMH26 0 0 299 2820 2071 189 3792 0 0
STUDIE-VI-IMH27 1090 191 1958 5989 12409 1393 23548 29259 31740
STUDIE-VI-IMH28 0 0 587 1049 1333 886 6193 2234 3098
STUDIE-VI-IMH29 311 0 426 2516 2234 552 5630 1875 6886
STUDIE-VI-IMH30 98 0 247 4395 5027 3929 37361 13243 17460
STUDIE-VI-IMH31 248 0 674 457 163 707 5511 1984 1211
STUDIE-VI-IMH32 109 0 o517 1658 1422 2063 6160 1098 1413
STUDIE-VII-IMHO01 8141 1719 3609 6240 22734 2841 40055 25813 18387
STUDIE-VII-IMH02 1354 0 667 1372 11211 614 11121 3803 1580
STUDIE-VII-IMHO03 1326 264 554 537 4214 0 3836 907 1333
STUDIE-VII-IMH04 183 0 1263 1331 6540 782 12421 1862 676
STUDIE-VII-IMHO05 964 313 1062 556 8906 182 8837 3802 2402
STUDIE-VII-IMHO06 619 303 910 649 037 501 10662 296 127
STUDIE-VII-IMHO07 174 0 973 0 2445 0 1467 1086 174
STUDIE-VII-IMHO08 240 121 418 992 589 150 5193 7212 2191
STUDIE-VII-IMHO09 1284 0 359 1082 6602 184 5418 8627 4893
STUDIE-VII-IMH10 1148 0 233 956 2571 366 3953 3910 2425
STUDIE-VII-IMH11 1623 0 047 782 9474 231 7001 5426 5119
STUDIE-VII-IMH12 330 170 677 1100 29902 489 5847 1655 216
STUDIE-VII-IMH13 3272 580 2042 2933 6848 3469 27288 14965 5249
STUDIE-VII-IMH14 317 0 725 4033 10337 189 9092 7780 6950
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STUDIE-VII-IMH15 124 0 390 426 1505 0 1290 123 0
STUDIE-VII-IMH16 0 0 272 582 4862 233 3104 329 203
STUDIE-VII-IMH17 10871 1742 1278 2303 2785 716 16132 3517 5815
STUDIE-VII-IMH18 229 0 431 0 199 360 1866 228 122
STUDIE-VII-IMH19 589 342 889 760 3236 1121 15282 1116 1514
STUDIE-VII-IMH20 0 0 1545 0 252 0 0 378 283
STUDIE-VII-IMH21 119 0 383 0 993 1637 5338 355 190
STUDIE-VIII-IMHO1 17879 6539 1847 2759 13443 2827 17959 7139 6676
STUDIE-VIII-IMHO02 54702 4580 1352 2769 47029 11847 43693 32312 15506
STUDIE-VIII-IMHO03 37400 8757 3923 832 20114 3533 21230 18743 10788
STUDIE-VIII-IMH04 38753 6637 2450 4569 36675 11178 40268 31240 6340
STUDIE-VIII-IMHO05 43271 9679 2427 9071 35081 3238 30073 25626 22665
STUDIE-VIII-IMHO06 9928 3991 1018 2750 9159 1871 15433 7301 6957
STUDIE-VIII-IMHO07 3205 440 634 1948 10206 1600 12175 1134 2180
STUDIE-VIII-IMHO8 7694 2858 881 2095 9241 2043 17501 1625 1788
STUDIE-VIII-IMH09 7414 2937 625 1786 10370 2766 16872 11921 11626
STUDIE-VIII-IMH10 6521 2229 748 793 10732 2112 16209 6906 6547
STUDIE-VIII-IMH11 64468 13193 3465 3040 35029 5017 40951 38629 33398
STUDIE-VIII-IMH12 19275 5064 1113 1496 11728 2798 18834 9184 8314
STUDIE-VIII-IMH13 20587 7687 2270 3111 18301 1259 19466 1304 4883
STUDIE-VIII-IMH14 14717 3020 284 816 15216 818 6495 4957 3514
STUDIE-VIII-IMH15 10508 3941 1000 733 15974 1880 16414 2826 2518
STUDIE-VIII-IMH16 13452 7319 1465 924 4364 2407 9816 5683 5685
STUDIE-VIII-IMH17 19027 4553 1548 2578 32517 2406 21021 12182 11400
STUDIE-VIII-IMH18 52784 10150 3621 3493 28457 4059 24241 25524 14206
STUDIE-VIII-IMH19 15177 5068 670 2976 13197 2018 17458 4637 4760
STUDIE-VIII-IMH20 58665 11407 3342 5665 28797 5090 39387 14600 15180
STUDIE-VIII-IMH21 4368 1824 622 926 12016 1813 15039 11153 10050
STUDIE-VIII-IMH22 6047 1865 959 7933 11728 952 14446 4506 5810
STUDIE-VIII-IMH23 27099 6109 2523 4492 21931 1652 18411 16381 14488
STUDIE-VIII-IMH24 7190 1186 186 1435 11358 1718 13359 6529 8438
STUDIE-VIII-IMH25 1805 192 1212 1901 14309 1670 19612 7439 5890
STUDIE-VIII-IMH26 858 0 445 2443 10264 1662 11198 2740 2227
STUDIE-VIII-IMH27 3103 1767 742 2953 13400 2382 26187 2906 < 4794
STUDIE-VIII-IMH28 12276 2380 1647 136 15167 2694 28972 12942 19272
STUDIE-VIII-IMH29 42471 3351 4130 2994 33652 4343 38137 30838 16018
STUDIE-VIII-IMH30 4648 1288 946 o018 8694 13581 12144 13457 2599
STUDIE-VIII-IMH31 1046 851 953 0 5410 2552 15285 2188 2283
STUDIE-VIII-IMH32 24984 4412 1559 5149 19091 3713 19236 11607 8171
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STUDIE-VIII-IMH33 9300 2931 1029 1658 4149 1744 10000 1762 896
STUDIE-VIII-IMH34 6813 1459 924 1470 5998 2436 17066 5352 = 3447
STUDIE-VIII-IMH35 1718 605 o973 0 3774 1557 9500 3370 2615
STUDIE-VIII-IMH36 910 542 447 1900 1150 1632 3676 3626 2394
STUDIE-VIII-IMH37 2642 650 696 0 4283 1573 8788 1023 722
STUDIE-VIII-IMH38 1107 256 656 552 5771 1893 8293 3929 2095
STUDIE-VIII-IMH39 3624 1621 1362 2518 6863 2664 16159 775 702
STUDIE-VIII-IMH40 4757 3304 3032 919 12821 1500 16358 423 1253
STUDIE-VIII-IMH41 11678 3204 1920 1740 20844 6597 22905 265 0
STUDIE-VIII-IMH42 5356 2225 1058 0 13598 4650 15501 3276 3577
STUDIE-IX-IMH01 28446 5543 2550 9674 5765 1274 13413 47039 35475
STUDIE-IX-IMHO02 38129 24331 8423 5280 5099 < 7466 39129 21658 14392
STUDIE-IX-IMHO03 9815 7449 2665 1739 1642 10078 7985 7744 1453
STUDIE-IX-IMHO04 11212 4600 1605 1742 247 6451 18138 3415 1298
STUDIE-IX-IMHO05 12340 5272 1898 926 270 5466 9301 4172 1084
STUDIE-IX-IMH06 21621 9532 2918 3857 2401 4395 26828 12750 9586
STUDIE-IX-IMHO07 9047 5487 1754 2457 249 5167 13265 1916 1903
STUDIE-IX-IMHO0S8 16110 4649 2670 2946 3214 3927 29054 8976 7502
STUDIE-IX-IMHO09 53982 18244 3221 9555 12302 3950 32839 14179 11950
STUDIE-IX-IMH10 17497 7783 2749 951 1977 2845 9616 3142 1797
STUDIE-IX-IMH11 18912 9954 2026 2285 3812 3391 16247 6786 4253
STUDIE-IX-IMH12 46986 18857 3371 9384 17020 4728 36357 32824 20815
STUDIE-IX-IMH13 9812 10704 7918 1648 1442 5590 17092 1676 963
STUDIE-IX-IMH14 24619 9596 1990 3703 3870 3632 19989 = 3485 927
STUDIE-IX-IMH15 4183 1322 1313 3519 514 3131 20492 7772 3560
STUDIE-IX-IMH16 11746 5998 1770 1976 718 3195 17676 430 355
STUDIE-IX-IMH17 21652 1136 1376 7342 25734 461 8497 19642 15802
STUDIE-IX-IMH18 27134 8204 9145 894 277 9049 16972 10587 2953
STUDIE-IX-IMH19 13849 4839 1639 6924 3555 2841 18747 7456 6789
STUDIE-IX-IMH20 10238 5594 2368 3344 2595 404 2491 8342 2504
STUDIE-X-IMHO01 7509 1036 1877 5821 22530 1741 18404 1245 1339
STUDIE-X-IMHO02 8354 1840 853 4256 13140 834 10421 1857 2187
STUDIE-X-IMHO03 6687 2244 925 7052 11896 927 14610 397 1286
STUDIE-X-IMH04 6674 1166 686 4626 15163 439 12370 5354 3739
STUDIE-X-IMHO05 1187 469 976 1652 10740 903 5762 1540 1115
STUDIE-X-IMHO06 2133 371 805 3391 15364 1010 12209 6980 5211
STUDIE-X-IMHO7 5096 531 997 1461 12512 0 5074 797 1382
STUDIE-X-IMHO08 1879 348 496 862 12974 1704 15635 970 719
STUDIE-X-IMH09 2532 637 821 5151 14241 199 1426 5431 1970
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STUDIE-X-IMH10 48866 2060 1071 9215 38026 2581 20307 45687 7350
STUDIE-X-IMH11 41736 3704 1176 10379 22115 942 20148 30509 3808
STUDIE-X-IMH12 14380 1941 755 2137 16490 2267 19597 18319 15287
STUDIE-X-IMH13 6786 1401 924 2900 6990 1118 17303 5877 16737
STUDIE-X-IMH14 1264 412 483 511 2207 2792 5033 5671 885
STUDIE-X-IMH15 4211 675 421 2389 8377 1322 11120 4286 5214
STUDIE-X-IMH16 529 205 292 739 1986 1179 3955 946 261
STUDIE-X-IMH17 1950 196 530 2922 8862 1030 8606 1758 742
STUDIE-X-IMH18 7153 1169 509 3930 13086 1096 11530 8145 6002
STUDIE-X-IMH19 8476 1190 809 2621 12539 950 11305 6170 7982
STUDIE-X-IMH20 1868 209 1516 1803 9050 1027 6011 5841 1794
STUDIE-X-IMH21 762 0 0 2479 10693 1275 7052 5163 2723
STUDIE-XI-IMH01 0 0 0 0 3079 622 1025 7032 3181
STUDIE-XI-IMH02 0 0 0 687 9041 405 1328 4139 2770
STUDIE-XI-IMHO3 o7 0 0 891 9072 241 200 12882 6323
STUDIE-XI-IMH04 699 0 0 3070 29054 376 4542 16692 10000
STUDIE-XI-IMHO05 145 0 0 1034 14819 204 1083 8098 6343
STUDIE-XI-IMH06 0 0 0 1053 9160 135 272 7601 4168
STUDIE-XI-IMHO7 0 0 0 775 6020 0 500 5364 4194
STUDIE-XI-IMHO8 265 0 0 1263 15963 973 4816 1335 894
STUDIE-XI-IMH09 2457 0 0 1137 6362 177 889 308 383
STUDIE-XI-IMH10 3114 0 0 1580 16785 750 /772 886 451
STUDIE-XI-IMH11 0 0 0 1651 4482 385 2120 164 0
STUDIE-XI-IMH12 265 0 0 3892 15626 1134 7895 306 0
STUDIE-XI-IMH13 0 0 0 1361 8083 289 2241 8829 6017
STUDIE-XI-IMH14 2466 0 0 3023 12583 897 4532 13718 7489
STUDIE-XI-IMH15 327 0 0 473 7451 248 789 6790 3913
STUDIE-XI-IMH16 2744 0 0 1141 8120 201 1585 2107 2078
STUDIE-XI-IMH17 0 0 0 2103 13925 546 4763 4839 5488
STUDIE-XI-IMH18 6923 0 0 2972 18522 690 4394 8434 8600
STUDIE-XI-IMH19 179 0 0 764 13598 1138 5537 16792 13431
STUDIE-XI-IMH20 2291 0 198 2075 11755 716 3945 601 659
STUDIE-XI-IMH21 7480 192 262 2034 14312 635 5665 26415 20249
STUDIE-XII-IMH01 1223 330 688 3567 6263 1548 8554 3841 4539

STUDIE-XII-IMH02 10823 940 389 5658 21194 2000 18208 19087 21225
STUDIE-XII-IMHO03 9592 369 513 6288 29767 3244 27672 13575 20115
STUDIE-XII-IMH04 4426 304 626 5029 17542 3447 22027 8103 11857
STUDIE-XII-IMHO05 983 0 0 611 5819 1283 5081 2801 2005
STUDIE-XII-IMHO06 1049 117 0 2670 2779 1435 6046 1899 2181
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STUDIE-XII-IMH07 1372 127 465 4910 12955 2600 18785 5162 5213
STUDIE-XII-IMHO8 1853 0 334 2894 19285 2783 19171 11899 10243
STUDIE-XII-IMHO09 33228 4574 970 5634 17787 3593 22180 8102 6552
STUDIE-XII-IMH10 7776 316 298 2533 17084 3638 16458 3135 2602

STUDIE-XII-IMH11 3334 0 205 3550 8702 3085 4560 3957 813
STUDIE-XII-IMH12 2797 302 384 865 11427 1315 8196 4096 3318
STUDIE-XII-IMH13 7025 682 485 535 8062 1449 4611 3095 999
STUDIE-XII-IMH14 0 0 0 2377 12100 1371 13609 10393 6502
STUDIE-XII-IMH15 6559 301 413 3268 16775 1226 14343 4413 4236
STUDIE-XII-IMH16 3548 236 877 4665 30597 1780 26375 14164 16761
STUDIE-XII-IMH17 1086 135 625 1408 0 1475 8311 4311 6459
STUDIE-XII-IMH18 1519 0 317 1220 158 914 2480 2945 2331
STUDIE-XII-IMH19 1674 522 658 444 0 2743 10410 2264 2924

STUDIE-XII-IMH20 5096 872 1738 2487 946 1590 12303 2331 2585
STUDIE-XII-IMH21 23931 1204 991 6139 9296 2352 25568 26201 25849

STUDIE-VII-GW01 0 0 0 889 361 123 1779 860 570
STUDIE-VII-GW02 166 0 0 0 157 0 1246 275 0
STUDIE-VII-GW03 330 0 436 250 381 213 2126 1360 403

STUDIE-VII-GW04 33019 3449 4853 16929 22894 971 29346 74981 54800
STUDIE-VII-GW05 12972 2756 3961 5560 13454 374 18329 18070 21303
STUDIE-VII-GW06 49738 5058 3987 18599 16680 751 29599 76328 53795
STUDIE-VII-GWO07 28864 1884 4447 15399 38325 327 14170 67631 18723
STUDIE-VII-GW08 11916 3758 10308 10854 20658 3718 39569 59417 25520

STUDIE-VII-GW09 1244 864 1263 427 947 140 1784 6016 3663
STUDIE-VII-GW10 0 1109 2035 351 0 131 305 1106 0
STUDIE-VII-GW11 414 153 665 661 173 186 3541 3375 1259
STUDIE-VII-GW12 3870 1375 2670 5388 9195 441 15460 5285 5683

STUDIE-VII-GW13 11015 1790 4738 6068 8196 1689 42161 3132 1336
STUDIE-VII-GW14 26314 2410 3687 8350 10244 2051 27329 37585 7190
STUDIE-VII-GW15 26947 2952 4451 8269 13600 927 23778 43952 15256

STUDIE-VII-GW16 1232 442 1377 952 6867 387 5038 1276 1016
STUDIE-VII-GW17 175 0 548 977 4167 0 466 1108 2306
STUDIE-VII-GW18 331 0 430 957 0 112 962 1129 1702
STUDIE-VII-GW19 0 0 387 976 1874 0 271 279 736
STUDIE-VII-GW20 217 0 284 623 2688 199 2740 2466 2379
STUDIE-VII-GW21 337 166 1058 850 1851 935 10743 11320 6201
STUDIE-III-PERS01 1009 161 225 0 11650 1718 3943 3270 583
STUDIE-III-PERS02 011 0 194 0 9784 13322 589 2947 801
STUDIE-III-PERS03 1026 112 315 0 2157 621 1074 694 204
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STUDIE-III-PERS04 840 0 155 0 10140 0 155 1247 245
STUDIE-III-PERS05 2052 407 641 0 6578 63 2071 1094 176
STUDIE-III-PERS06 3859 529 502 0 22831 0 103 10116 6319
STUDIE-III-PERS07 1050 0 210 0 1248 0 0 1462 380
STUDIE-ITI-PERS08 4179 1201 421 0 5160 292 434 510 150
STUDIE-III-PERS09 207 194 153 0 5108 1192 2247 3103 730
STUDIE-ITI-PERS10 2249 0 971 293 8923 257 1817 1176 393
STUDIE-III-PERS11 319 0 277 0 876 109 489 2132 834
STUDIE-III-PERS12 o6 0 107 0 11766 0 235 2856 2679
STUDIE-III-PERS13 2224 115 537 0 14697 91 231 1211 988
STUDIE-ITI-PERS14 1086 0 112 0 11873 1516 10745 279 198
STUDIE-III-PERS15 1010 156 117 0 9141 14 31 16 0
STUDIE-III-PERS16 0 0 118 0 13824 5813 4966 756 324
STUDIE-III-PERS17 0 0 0 0 11947 1046 2349 1746 1170
STUDIE-III-PERS18 1884 480 337 0 12858 2859 9508 9962 931
STUDIE-ITI-PERS19 1407 146 138 0 102v7 1137 3048 730 311
STUDIE-III-PERS20 1557 216 600 0 5400 0 801 5257 1929
STUDIE-III-PERS21 3530 397 387 0 11605 2898 7070 1455 581
STUDIE-III-PERS22 1568 109 289 0 0 336 709 293 90
STUDIE-III-PERS23 11385 2079 418 0 12343 0 0 6498 1772
STUDIE-III-PERS24 586 137 339 0 5196 0 0 933 500
STUDIE-IV-PERO1 0 0 0 615 0 0 0 277 0
STUDIE-IV-PER02 0 0 0 0 419 205 312 0 0
STUDIE-IV-PERO3 0 0 0 1150 1352 65 413 1148 1340
STUDIE-IV-PER04 0 0 0 1203 280 168 485 0 0
STUDIE-IV-PERO05 0 0 0 1038 396 0 0 353 0
STUDIE-IV-PERO06 0 0 0 1160 471 0 316 211 0
STUDIE-IV-PERO7 0 0 0 1222 0 0 0 0 0
STUDIE-IV-PERO8 237 0 0 185 0 108 484 0 0
STUDIE-IV-PER09 0 0 0 764 364 957 1817 0 0
STUDIE-IV-PER10 189 0 0 3845 949 0 228 453 181
STUDIE-IV-PER11 0 0 0 687 1024 0 0 0 0
STUDIE-IV-PER12 609 0 0 7928 15799 609 6048 5118 1600
STUDIE-IV-PER13 0 0 0 2082 2687 0 0 408 0
STUDIE-IV-PER14 0 0 2242 2754 0 0 0 0
STUDIE-IV-PER15 0 0 0 4972 0 0 0 0 0
STUDIE-IV-PER16 157 0 0 3435 299 797 1805 320 94
STUDIE-IV-PER17 221 0 0 510 514 144 288 0 0
STUDIE-IV-PER18 270 0 0 10227 9229 0 975 6699 3530
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STUDIE-IV-PER19 311 0 0 739 2799 270 2070 554 389
STUDIE-IV-PER20 635 0 0 871 4715 1577 7034 3866 3200
STUDIE-IV-PER21 0 0 0 506 601 0 0 224 0
STUDIE-IV-PER22 0 0 0 404 2787 0 217 411 0
STUDIE-IV-PER23 2402 0 0 0 4048 327 1120 2531 830
STUDIE-IV-PER24 229 0 0 2063 566 304 957 1304 350
STUDIE-IV-PER25 316 0 0 1139 457 0 0 3639 2300
STUDIE-V-PERO1 102 0 011 0 203 268 2002 710 394
STUDIE-V-PER02 217 0 860 351 154 230 1877 108 175
STUDIE-V-PERO3 889 0 1925 269 081 610 4706 940 619
STUDIE-V-PER04 2856 0 1013 484 0 2764 956 0 0
STUDIE-V-PERO05 329 0 613 722 1099 160 1539 262 145
STUDIE-V-PER06 0 0 2136 194 188 207 1715 469 0
STUDIE-V-PERO7 0 0 0 626 252 302 1292 0 0
STUDIE-V-PEROS 135 0 719 1502 345 223 1416 406 161
STUDIE-V-PER09 1116 452 3074 205 466 201 1714 406 190
STUDIE-V-PER10 684 232 3630 254 2983 464 2797 480 208
STUDIE-V-PER11 0 0 1236 360 273 759 6271 1490 1330
STUDIE-V-PER12 0 0 1266 77 1460 1876 10017 790 582
STUDIE-V-PER13 0 0 5652 103 5655 1425 10763 1389 651
STUDIE-V-PER14 0 0 3105 1443 674 2024 562 1170 0
STUDIE-V-PER15 0 0 612 2220 0 373 3180 1840 993
STUDIE-V-PER16 0 0 2316 339 1242 1628 9441 994 851
STUDIE-V-PER17 0 0 1140 737 602 1493 5154 661 514
STUDIE-V-PER18 0 0 609 1282 432 1262 8928 1897 969
STUDIE-V-PER19 0 0 727 0 669 912 6985 414 477
STUDIE-V-PER20 0 0 2628 635 1476 224 2348 1443 1243
STUDIE-VI-PERS01 364 191 2962 372 229 240 1563 2128 721
STUDIE-VI-PERS02 369 0 1824 547 3182 632 5670 3337 2192
STUDIE-VI-PERS03 494 126 1787 306 2154 344 3090 3088 1735
STUDIE-VI-PERS04 0 0 2099 286 0 271 0 997 0
STUDIE-VI-PERS05 375 0 487 423 287 0 0 147 0
STUDIE-VI-PERS06 519 0 1418 230 292 0 942 210 0
STUDIE-VI-PERS07 393 0 1167 305 168 0 756 4738 2651
STUDIE-VI-PERS08 206 0 652 221 232 244 1610 2072 1391
STUDIE-VI-PERS09 1031 0 1507 253 0 610 2896 1273 1006
STUDIE-VI-PERS10 2000 313 2900 490 835 289 1073 293 0
STUDIE-VI-PERS11 821 200 1220 1400 1113 153 695 1801 973
STUDIE-VI-PERS12 716 171 1128 4416 10279 831 14018 6986 6263

Fortsetzung auf der folgenden Seite

171



Patient-/Studiennr. 1084 1284 1854 1642 1114 1347 1703 1125 1451
STUDIE-VI-PERS13 197 0 881 1913 219 201 1921 561 164
STUDIE-VI-PERS14 107 0 556 1002 501 218 2956 2769 1420
STUDIE-VI-PERS15 133 0 909 248 0 163 3036 790 770
STUDIE-VI-PERS16 400 0 1342 0 0 310 525 1219 491
STUDIE-VI-PERS17 463 158 3227 482 0 682 2382 936 432
STUDIE-VI-PERS18 234 0 1534 1223 333 1015 6729 728 490
STUDIE-VI-PERS19 284 0 1990 740 239 128 0 1460 654
STUDIE-VI-PERS20 0 177 1310 0 0 1781 0 210 958
STUDIE-VI-PERS21 125 0 397 374 130 951 1298 1451 0
STUDIE-VI-PERS22 0 0 1181 314 121 943 2501 1064 461
STUDIE-VI-PERS23 0 0 375 492 444 396 2018 522 200
STUDIE-VI-PERS24 219 0 669 494 120 274 1240 451 210
STUDIE-VI-PERS25 487 0 1515 0 0 314 1010 0

STUDIE-VI-PERS26 218 0 1776 272 0 563 954 215

STUDIE-VI-PERS27 168 0 775 0 161 820 3554 1125

STUDIE-VI-PERS28 545 0 1607 1302 6597 1114 12090 512 565
STUDIE-VI-PERS29 154 0 1084 0 304 461 681 326 0
STUDIE-VI-PERS30 279 0 936 595 304 0 477 701 329
STUDIE-VI-PERS31 0 0 807 0 170 254 918 205 0
STUDIE-VI-PERS32 0 0 865 0 264 369 617 0 0
STUDIE-VIII-PERS01 2164 563 613 1091 7145 1504 1649 1869 685
STUDIE-VIII-PERS02 1990 334 1540 0 4782 1280 2155 2129 685
STUDIE-VIII-PERS03 4533 3000 2429 307 3214 1260 1646 2665 1088
STUDIE-VIII-PERS04 8526 2029 3547 177 4439 2349 5323 468 197
STUDIE-VIII-PERS05 10343 4072 0 313 5625 3663 10007 2326 764
STUDIE-VIII-PERS06 ~ 3811 1544 1730 476 1109 1180 2879 1645 969
STUDIE-VIII-PERS07 1516 0 2522 521 5239 2990 7811 1662 1100
STUDIE-VIII-PERS08 5114 1443 1683 301 2085 1900 3548 215 925
STUDIE-VIII-PERS09 2844 1295 3208 1218 3510 2495 4408 844 151
STUDIE-VIII-PERS10 8627 1434 1264 1352 5845 2775 12497 746 516
STUDIE-VIII-PERS11 5509 2348 2961 942 7295 2668 8079 0 0
STUDIE-VIII-PERS12 4288 1013 1656 256 5823 1986 5829 2409 1180
STUDIE-VIII-PERS13 4967 1687 2988 438 12415 811 4978 581 535
STUDIE-VIII-PERS14 3953 1167 3539 1578 9592 2934 8455 146 0
STUDIE-VIII-PERS15 7488 2084 2241 4662 15844 3484 18781 1286 401
STUDIE-VIII-PERS16 2469 460 1611 373 1253 1900 3584 854 376
STUDIE-VIII-PERS17 1817 559 1184 374 5798 4281 10654 8978 2340
STUDIE-VIII-PERS18 4459 933 1900 407 3319 1643 1322 2093 685
STUDIE-VIII-PERS19 3897 1202 1204 237 5135 2983 11011 2463 815
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STUDIE-VIII-PERS20 2900 870 1738 229 5158 2434 4443 1728 887
STUDIE-VIII-PERS21 8081 2023 2229 398 16899 3265 15702 4231 3436
STUDIE-IX-PERO1 30623 10966 1582 581 1538 819 2490 3455 1416

STUDIE-IX-PER02 7703 866 2414 1006 3268 1271 2762 3388 912
STUDIE-IX-PERO03 8380 2377 679 2687 3608 1168 9168 5369 2102
STUDIE-IX-PER04 11199 3609 2296 745 2691 2358 9245 4964 3495
STUDIE-IX-PERO05 3048 720 471 1325 1344 2045 8414 5382 1830
STUDIE-IX-PER06 8394 4353 9662 740 4417 994 3487 3189 1462
STUDIE-IX-PERO7 4948 2419 1228 1535 425 1150 6564 6872 4011
STUDIE-IX-PEROS 8820 3545 2779 926 1013 1567 7234 6402 4038
STUDIE-IX-PER09 7340 2037 2310 1808 4502 1456 4003 120 0
STUDIE-IX-PER10 5815 1711 2663 478 170 1764 5062 701 317
STUDIE-IX-PER11 9273 4435 1683 1252 4767 1783 5486 409 0
STUDIE-IX-PER12 4929 1412 1908 2296 12123 2821 20193 1885 1635
STUDIE-IX-PER13 o730 1915 2483 963 3090 662 3301 1518 768
STUDIE-IX-PER14 6381 2167 3164 0 1730 1259 4046 2883 17
STUDIE-IX-PER15 6647 1974 2848 764 567 6364 18365 14233 7591
STUDIE-IX-PER16 18343 5857 2157 1547 10580 1908 9107 5051 3607
STUDIE-IX-PER17 7745 3693 3851 1929 4872 1414 7216 1866 1491
STUDIE-IX-PER18 0647 2441 1145 1054 3589 1398 6460 6084 2897
STUDIE-IX-PER19 9950 1242 1583 709 3051 1367 2626 2532 692
STUDIE-IX-PER20 5089 649 882 715 3006 851 3771 5142 0
STUDIE-IX-PER21 14331 6227 3420 1272 8830 1563 14037 11157 8201
STUDIE-X-PERSO1 731 0 2238 1237 8435 724 4688 2200 1867
STUDIE-X-PERS02 0 0 691 299 426 695 2055 1321 215
STUDIE-X-PERS03 0 0 488 2051 8518 1938 10743 3770 2020
STUDIE-X-PERS04 194 0 395 893 6908 2418 6344 7367 1971
STUDIE-X-PERS05 468 302 2500 309 1880 624 1684 881 210
STUDIE-X-PERS06 2286 302 877 580 690 770 1338 1875 389
STUDIE-X-PERS07 2341 216 870 648 1240 283 1439 731 0
STUDIE-X-PERSO08 3908 421 1090 216 4003 7157 5926 3318 450
STUDIE-X-PERS09 6091 622 769 1347 12165 1644 12709 9802 = 2027
STUDIE-X-PERS10 1117 337 725 428 1756 905 1091 834 189
STUDIE-X-PERS11 2882 220 694 2762 11341 0 0 5344 909
STUDIE-X-PERS12 10097 2284 1483 785 7024 1130 6622 3798 1141
STUDIE-X-PERS13 3556 490 3461 179 2582 859 3906 o973 411
STUDIE-X-PERS14 1848 377 2079 0 3103 0 339 2325 1148
STUDIE-X-PERS15 1051 212 1932 337 1782 802 1963 1527 440
STUDIE-X-PERS16 3954 528 2560 648 2782 1441 4697 163 0
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STUDIE-X-PERS17 2315 396 890 1101 1270 1437 2044 1562 766
STUDIE-X-PERS18 1684 673 1540 1176 8160 828 3931 9183 3037
STUDIE-X-PERS19 2621 0 609 1530 8322 1368 6394 21788 8795
STUDIE-X-PERS20 1997 922 1228 o972 7845 4408 9774 1862 0
STUDIE-X-PERS21 4938 0 1963 306 7215 2039 5462 3378 2649
STUDIE-XII-PERS01 199 0 225 639 2297 304 313 119 0
STUDIE-XII-PERS02 934 0 372 884 6147 1062 4114 2715 971
STUDIE-XII-PERS03 2490 741 165 5553 712 1856 1219 387
STUDIE-XII-PERS04 745 0 5934 0 6682 1668 7257 5237 2762
STUDIE-XII-PERS05 2638 0 390 1715 7862 620 5892 3231 1239
STUDIE-XII-PERS06 1369 0 371 307 3418 437 1730 3224 1885
STUDIE-XII-PERSO7 0 375 9636 383 2492 1782 2329 900 487
STUDIE-XII-PERSO08 1193 0 1476 375 4794 913 2548 780 528
STUDIE-XII-PERS09 1961 0 397 668 3380 1663 1475 1016 516
STUDIE-XII-PERS10 1467 166 672 1057 5419 743 2548 1241 1474
STUDIE-XII-PERS11 4226 294 1025 482 11863 1682 6226 404 340
STUDIE-XII-PERS12 799 0 765 420 2964 1706 2702 2251 2840
STUDIE-XII-PERS13 1387 257 495 704 2875 863 1918 4595 3497
STUDIE-XII-PERS14 2802 187 586 867 0 972 2128 3070 1183
STUDIE-XII-PERS15 3285 281 896 660 5038 544 2156 1581 944
STUDIE-XII-PERS16 133 0 0 802 2894 390 997 1521 612
STUDIE-XII-PERS17 3625 489 1060 614 1291 7813 11915 5926 2935
STUDIE-XII-PERS18 1542 0 407 1090 652 1266 5311 1803 1591
STUDIE-XII-PERS19 4635 511 2173 204 747 2823 4063 1503 946
STUDIE-XII-PERS20 3168 220 793 1886 1270 1334 6215 2198 1688
STUDIE-XII-PERS21 21624 2280 982 7266 7261 1464 17625 7150 10406
STUDIE-IX-REF01 55412 7640 2169 1747 15543 248 3478 29289 12090
STUDIE-IX-REF02 43529 6625 2518 4350 15983 2652 23910 12731 13952
STUDIE-IX-REF03 55219 1479 879 9202 32717 13492 44246 50951 6626
STUDIE-IX-REF04 21270 2104 o74 5767 19630 2617 31466 13523 7138
STUDIE-IX-REF05 37322 6218 3070 3925 16943 5507 31031 19720 9782
STUDIE-IX-REF06 8653 3156 3846 516 429 2025 6669 4251 2463
STUDIE-VII-REF01 1085 0 181 706 6582 824 16140 5165 0
STUDIE-VII-REF02 0 0 251 0 0 226 3122 463 603
STUDIE-VII-REF03 0 0 422 0 127 356 2073 1529 231
STUDIE-VII-REF04 0 0 501 245 1185 2638 7115 2196 0
STUDIE-VII-REF05 0 623 2309 0 0 4316 9559 1277 627
STUDIE-VII-REF06 526 0 954 589 1150 2159 21456 1652 215
STUDIE-VII-REFO07 229 0 562 570 691 2172 18770 712 217
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STUDIE-VII-REF08 300 0 1427 0 123 246 1026 1408 185
STUDIE-VII-REF09 596 166 710 0 451 3690 13544 0 0
STUDIE-VII-REF10 o174 489 1787 372 1465 8109 29144 5296 457
STUDIE-VII-REF11 7846 1886 2064 2088 9720 5608 33573 37587 8006

STUDIE-VII-REF12 0 414 1157 0 1369 3197 1652 219 0
STUDIE-VII-REF13 165 0 254 345 0 555 0 0 0
STUDIE-VII-REF14 0 0 904 0 112 772 3013 1305 112
STUDIE-VII-REF15 108 337 1993 812 382 1179 9557 144 0
STUDIE-VII-REF16 o973 142 1107 1139 1409 1043 8843 6488 1975
STUDIE-VII-REF17 1028 169 1067 0 1582 6876 9030 5870 1027
STUDIE-VII-REF18 21833 888 1272 1295 36917 9651 29652 46916 7469
STUDIE-VII-REF19 994 291 1436 722 3332 264 3048 5745 3633
STUDIE-VII-REF20 18658 2259 3244 6871 15442 465 19063 35947 16838
STUDIE-VII-REF21 531 0 097 0 819 237 13092 0 0
STUDIE-IX-REF07 11320 3409 1494 0 3403 2866 19245 7672 7111

STUDIE-IX-REF08 40341 3723 3289 558 12520 10305 28058 32385 12756
STUDIE-IX-REF09 16624 8168 4091 3190 11247 11877 27704 13981 10254
STUDIE-IX-REF10 29960 4742 4021 3444 14198 6851 35326 27139 11118

STUDIE-IX-REF11 4559 2333 3157 1413 1588 2390 14275 9214 4952
STUDIE-IX-REF12 7841 1899 2440 1943 3888 285 7565 11487 14399
STUDIE-IX-REF13 17873 8062 5085 1892 4785 8723 18870 10815 4997
STUDIE-IX-REF14 287 0 1734 1003 3212 752 4865 3694 2433
STUDIE-IX-REF15 5394 1788 3712 1763 7438 3050 18323 17154 @ 8345
STUDIE-IX-REF16 2739 818 1428 3166 5692 3387 20777 11099 7766
STUDIE-IX-REF17 6798 2882 2432 1274 9777 1523 12745 4442 6848

STUDIE-IX-REF18 17708 4088 1445 5583 19816 1535 24692 17118 17614
STUDIE-IX-REF19 28156 11821 9213 4298 13988 6928 25451 7619 9807
STUDIE-IX-REF20 47990 12027 1915 16515 11822 36121 39575 39451 14396

STUDIE-IX-REF21 2402 343 356 332 1389 2598 5945 4559 2305
STUDIE-X-REF01 12928 1715 3132 625 6874 1838  TT71 2398 2469
STUDIE-X-REF02 2160 868 1903 014 226 1129 3919 3589 1481
STUDIE-X-REF03 3426 821 1095 436 762 1753 5980 5102 3008
STUDIE-X-REF04 2182 550 1538 639 628 1120 4690 730 2008
STUDIE-X-REF05 12086 916 875 1632 11495 0 5966 5858 2267
STUDIE-X-REF06 49470 2753 2355 4175 17421 1455 26450 33011 6837
STUDIE-X-REF07 26523 2288 994 2093 15229 679 11912 19406 6117
STUDIE-X-REF08 3436 1134 1820 0 2097 1929 3700 4241 1461
STUDIE-X-REF09 6036 1593 2237 2747 9110 708 8391 3831 3787
STUDIE-X-REF10 9208 2360 1418 3649 9980 428 3603 2638 853
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STUDIE-X-REF11 1991 594 2581 0 2819 1009 1583 2381 162
STUDIE-X-REF12 5832 950 2458 193 2356 1146 1600 3397 292
STUDIE-X-REF13 2363 427 1566 2168 4773 3888 11804 9631 5519
STUDIE-X-REF14 23981 1311 1378 4872 16969 724 7311 42584 14282
STUDIE-X-REF15 1387 1510 6471 1489 4710 602 4617 452 723
STUDIE-X-REF16 2062 338 1067 404 2916 0 743 1445 793
STUDIE-X-REF17 1281 119 334 751 1785 439 3001 0 0
STUDIE-X-REF18 8129 716 747 878 5951 3871 13399 4533 1218
STUDIE-X-REF19 19314 3601 1729 4995 13137 249 8520 2068 873
STUDIE-X-REF20 8880 429 982 0 1697 661 764 651 418
STUDIE-X-REF21 3735 423 1370 453 7632 1821 8302 2401 1520
STUDIE-XI-REF01 1834 0 220 2538 15140 1159 7395 13747 4037
STUDIE-XI-REF02 3229 0 197 209 11194 664 3445 18726 5072
STUDIE-XI-REF03 10948 168 0 2214 15538 827 6701 12874 5045
STUDIE-XI-REF04 6836 328 264 143 3674 901 1914 3805 1289

STUDIE-XI-REF05 14574 474 226 811 11798 1464 6389 13005 5280
STUDIE-XI-REF06 13484 605 1752 457 10725 4130 7550 9805 = 4236
STUDIE-XI-REFO07 16123 0 248 3151 36441 2362 16185 33418 6588
STUDIE-XI-REF08 5025 0 350 440 4560 325 941 3399 1394
STUDIE-XI-REF09 18696 748 468 948 17611 9099 15013 31076 7021
STUDIE-XI-REF10 15102 352 348 1271 16367 2069 11934 63112 4058

STUDIE-XI-REF11 7183 242 432 368 2692 991 2500 4679 3545
STUDIE-XI-REF12 5579 0 0 0 8610 1066 2062 5719 1481
STUDIE-XI-REF13 11586 243 304 1619 14775 567 6110 16513 11902
STUDIE-XI-REF14 26178 439 278 0 55801 10815 13608 45039 9438
STUDIE-XI-REF15 19854 584 414 615 31192 6034 10992 924 0
STUDIE-XI-REF16 19283 235 326 3165 11358 991 6168 13117 4396
STUDIE-XI-REF17 1253 185 334 972 4955 294 1074 1897 1529
STUDIE-XI-REF18 10292 0 0 700 14585 577 1585 14014 4663
STUDIE-XI-REF19 1504 0 0 281 1961 697 1857 3932 2888

STUDIE-XI-REF20 29537 1105 676 3875 28721 1160 8769 38366 18466
STUDIE-XI-REF21 12901 340 374 2028 11319 513 1907 7239 3822

STUDIE-XII-REF01 3562 481 1507 888 191 2029 5668 1164 1593
STUDIE-XII-REF02 5643 507 495 4204 3833 492 9502 2151 1699
STUDIE-XII-REF03 470 0 1149 280 371 7157 6209 3430 1177
STUDIE-XII-REF04 21100 410 1076 1857 0 2652 22481 6196 4473
STUDIE-XII-REF05 1158 131 1267 885 321 2758 5464 441 400
STUDIE-XII-REF06 7898 506 2584 0 3981 9522 17341 3924 2742
STUDIE-XII-REF07 3121 344 953 1192 2102 1407 11270 1533 2032
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STUDIE-XII-REF08 1088 780 1144 3209 2728 847 9558 563 876
STUDIE-XII-REF09 1915 559 441 1176 419 1146 3740 1841 1122
STUDIE-XII-REF10 44160 1252 0 5886 9088 4916 24531 23631 9286
STUDIE-XII-REF11 14142 1295 1519 0 1285 5454 7096 5684 1510
STUDIE-XII-REF12 6417 1036 1673 118 7032 617 624 791 165
STUDIE-XII-REF13 9798 438 2223 2781 0 1736 23048 65823 18990

STUDIE-XII-REF14 19239 2891 2947 2839 537 9497 3827 11573 4531
STUDIE-XII-REF15 5687 1826 4227 568 3073 8126 14083 2975 1453

STUDIE-XII-REF16 2764 0 231 996 3492 1688 11867 1861 1065
STUDIE-XII-REF17 41032 1068 603 1499 11721 14482 37848 30992 5822
STUDIE-XII-REF18 348 0 380 1235 2483 648 6022 1067 2399
STUDIE-XII-REF19 2239 712 946 1357 552 611 2698 0 0

STUDIE-XII-REF20 17776 3085 1665 1329 1502 2148 21932 17901 21842
STUDIE-XII-REF21 3612 795 2901 229 1963 1595 6801 1211 1355
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