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I. EINFUHRUNG 1

L. EINFUHRUNG
1 Ein Blick auf die historische Entwicklung

Vom griechischen Geschichtsschreiber THUKYDIDES [1] sind Berichte vom Ausbruch der
Pest in Athen 430 v.Chr. iberliefert worden:

"Mehr Mitleid hatten doch noch die Geretteten mit den
Sterbenden und Leidenden, weil sie alles bereits kannten
und selbst nun in Sicherheit waren; denn zweimal befiel
sie denselben nicht, zumindest nicht mit todlichem Aus-
gang. Sie wurden gliicklich gepriesen von den anderen
und hegten auch selbst in der iibergrofien Freude des
Augenblicks fiir alle Zukunft die unbeschwerte Hoffnung,
es konnte ihnen nie mehr eine andere Krankheit den Tod
bringen.”

Obwohl sich dieser allgemeine Optimismus aus heutiger Sicht als ungerechtfertigt erwiesen
hat, kann diese Beschreibung als erster schriftlicher Bericht liber Immunitit gegen Krank-
heiten gelten. Ungefahr 500 Jahre spéter wurden in Indien Methoden zur Impfung gegen
Pocken entwickelt [2]. Durch virushaltiges Material, das in die Haut des Oberarms
eingeimpft wird, kann man eine mildere Form der Krankheit auslosen, die Schutz gegen die
todliche Infektion bietet (Variolation) [3]. 1721 fiihrte der schottische Arzt MAITLAND die
Variolation auch in Westeuropa ein. JENNER [4] gelangen 1796 erstmals erfolgreiche
Impfungen mit den ungefahrlicheren Kuhpocken-Viren. Systematische Untersuchungen der
Immunitit wurden jedoch erst Ende des 19. Jahrhunderts angestellt. BEHRING und KITASATO [5]
interpretierten die unterschiedliche Anfélligkeit verschiedener Individuen gegeniiber
pathogenen Erregern als Resultat einer "Immunisierung”, die sich im Serum nachweisen lief.
Dies fiihrte zur ersten medizinischen Anwendung von Immunseren zur Bekdmpfung von
Infektionskrankheiten, sowie zur Etablierung von "Schutzimpfungen".

Einen wichtigen Markstein in der Geschichte der Immunologie bildet die "Seitenketten-
theorie" von EHRLICH (1897) [6]. Er postulierte die Existenz einer "haptophoren" und
einer "toxophoren" Gruppe am Immunogen, die, wie Substituenten (Seitenketten) an einem
Benzolring, an einen zentralen Molekiilteil gebunden sind. Die "haptophore” Gruppe wird
nach dem Schliissel-SchloB-Prinzip an einem Rezeptor einer Zelle gebunden, wogegen die
"toxophore" Gruppe die Giftigkeit einer Substanz verursacht. EHRLICH vermutete, daf}
Zellen, die ein Antigen gebunden haben, durch dessen toxische Wirkung abgetotet oder
zumindest in ihrer Funktion gestort werden. Spéter schlug er den Begriff "Zellreiz" vor. Der
Korper versuche jedoch, diesen Schaden zu reparieren und sogar zu {iberkompensieren. Es
wiirden nun mehr Rezeptoren der betreffenden Art hergestellt, was die immunisierende
Wirkung eines Antigens erklirt. Die durch Uberkompensierung zu reichlich produzierten
Rezeptoren (Antikdrper) wiirden letztlich ins Blut abgegeben.
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Die Selektivitidt von Immunseren wurde schon in den 20iger Jahren zur Routineanalytik von
Proteinen genutzt. 1933 schreibt LANDSTEINER [7]:

Anhangsweise soll noch auf die Anwendungen der
serologischen Eiweifireaktionen hingewiesen werden, die
so elektiv und empfindlich sind, daf sie mit Leichtigkeit
Hundertstel von Milligrammen eines bestimmten Proteins
nachzuweisen gestatten.

Die Experimente von LANDSTEINER? [8] zur Immunisierung mit synthetischen Hapten-
Konjugaten’ gelten allgemein als der erste Briickenschlag zwischen Chemie und Immuno-
logie. Er erkannte erstmals die chemische Selektivitit von Antiseren, z.B. die Féhigkeit
Isomere oder sogar Enantiomere [9] zu unterscheiden. In einem verallgemeinerten Sinn
kann LANDSTEINER sogar als Erfinder des Haptenimmunoassays gelten. 1936 publizierte er
zusammen mit VAN DER SCHEER eine Arbeit iiber Kreuzreaktionen [10]. In einem
Abschnitt {iber "Inhibition Tests" wurde der EinfluB von Phenylderivaten auf die Prazipitat-
Bildung von Antiseren und Azoproteinen untersucht. Zwar stand noch keine empfindliche
Markierungsmdglichkeit zur Verfiigung, trotzdem sind alle Merkmale eines kompetitiven
Immunoassays vorhanden.

In einer Auseinandersetzung mit EHRLICH behauptete ARRHENIUS [11] schon 1904, daB
immunologische Reaktionen vollstindig mit physikochemischen Gesetzen beschrieben werden
konnten. Er erkannte die Reversibilitdt der Antikdrper/Antigen-Reaktionen und die Moglich-
keit das Massenwirkungsgesetz anzuwenden. ARRHENIUS prégte auch den Begriff "Immuno-
chemie" [12][13].

Trotzdem dauerte es noch einige Jahrzehnte, bis von BERSON und YALOW [14]-[16] die ersten
Immunoassays im heutigen Sinn realisiert wurden. Ende der 5Oer Jahre stellten sie fest, daB
manche zuckerkranke Patienten, die Schweine- oder Rinderinsulin zur Therapie injiziert
bekommen hatten, einen verlangsamten Abbau des Hormons im Blut zeigten. BERSON et al.
[17] postulierten damals die Existenz von insulinbindenden Antikorpern. Sie konnten mit
radioaktiv markiertem Insulin diese Proteine nachweisen und quantifizieren. Der erste
Radioimmunoassay (RIA) wird auf das Jahr 1959 datiert [18]. YALOW erhielt fiir diese
Entdeckung 1977 den Nobelpreis fiir Medizin. Ein regelrechter Boom der immunologischen
Verfahren wurde ausgelost, dessen Ende bis heute noch nicht absehbar ist.

EKINS [19] hat fast gleichzeitig und unabhéngig von BERSON und YALOW ein analoges System
entdeckt, das auf den besonderen Eigenschaften des Thyroxin-bindenden Globulins (TBG)
basierte. Es war speziell zur Messung des Schilddriisenhormons Thyroxin (T4) geeignet. Als

2 Karl Landsteiner hat u.a. die vier Blutgruppen A, B, AB und 0 entdeckt.

3 Begriffsdefinitionen im GLOSSAR Kap. IX.
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Tracer verwendete er ein mit dem Radioisotop 3!I markiertes Thyroxin. Die Trennung der
gebundenen von ungebundenen Tracer-Molekiilen wurde durch Papierelektrophorese bewerk-
stelligt.

Die Schwierigkeit des Umgangs mit radioaktivem Material, sowie die Nachteile bei Her-
stellung und Lagerung der markierten Substanzen fiihrten zu einer intensiven Suche nach
“nicht-isotopischen" Markierungsverfahren. Einen erheblichen Fortschritt in dieser Richtung
erbrachten die Arbeiten von NAKANE und PIERCE [20], sowie von AVRAMEAS [21] und
anderen Arbeitsgruppen, die Enzyme fiir die Markierung in der Immunhistochemie ein-
setzten. Seit der Ubertragung dieser Technik in den Bereich der ldslichen Analyten
(ENGVALL und PERLMANN [22][23], VAN WEEMEN und SCHUURS [24][25]) hat eine kon-
tinuierliche Entwicklung der Enzymimmunoassays stattgefunden. Heute sind ELISAs die
verbreitetste Methode unter den Immunoassays iiberhaupt.

Anfangs waren Immunoassays fast ausschlieflich im Bereich der medizinischen Anwendung
angesiedelt. Dies ist insofern leicht verstindlich, da fiir viele medizinische Parameter (z.B.
Viren, Proteine, Hormone) auch heute noch keine klassischen analytischen Verfahren
existieren. Die moderne medizinische Analytik ist ohne immunologische Verfahren vollig
undenkbar. Es dauerte verhiltnismaBig lange, bis diese Tests ihren Weg zu anderen Berei-
chen, z.B. der Pestizidanalytik gefunden hatten. Nachdem im medizinischen Bereich schon
mindestens die dritte Generation an Immunoassays entwickelt wurde, sind die Tests, die in
der Umweltanalytik Anwendung finden, noch wenig verbreitet.

1975 sorgte die Herstellung der ersten monoklonalen Antikdrper durch KOHLER und
MILSTEIN [26] fiir einen weiteren Innovationsschub. Man war nicht mehr auf die unre-
produzierbare Herstellung von Immunseren angewiesen, die auch nach Aufreinigung eine
komplexe Proteinmischung im allgemeinen unbekannter Zusammensetzung darstellt. Anti-
korper konnten nun als Reinsubstanzen in fast beliebiger Menge hergestellt werden. Begren-
zend blieben in erster Linie die Kosten, da die Herstellung von monoklonalen Antikérpern
ungleich aufwendiger ist als die Gewinnung von Antiseren.

Doch schon heute zeichnet sich die Ablosung dieses sog. Hybridoma-Verfahrens ab. Gen-
technologische Methoden [27]-[29] ermdglichen es, die Information fiir die Herstellung von
Antikérpern von Wirbeltierzellen auf z.B. Escherichia coli [30] zu iibertragen. Es ergeben
sich hierbei vollig neue Perspektiven beziiglich Design, Screening und Produktion von
Antikdrpern. Es 148t sich jetzt noch kaum abschdtzen, welche Dimensionen diese Technik
erdffnet.

Eine interessante Moglichkeit, Antikdrper in technischem MaBstab zu erzeugen, basiert auf
der Expression in Pflanzen [31][32]. Das Antikorper-Protein kénnte aus den geernteten
Pflanzen extrahiert und gereinigt werden. Auch diese Ansitze stecken jedoch noch in den
ersten Anfdngen.
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2 Was ist ein Immunoassay?

Immunoassays [33]-[36] konnen als die wichtigste Gruppe der sog. Ligand-Bindungsassays
angesehen werden, die auf der Féhigkeit eines Bindungsmolekiils basieren, ein Analytmolekiil
nicht-kovalent festzuhalten. Bei Immunoassays ist dieses Bindungsmolekiil ein Antikorper [37]
bzw. ein Teil eines Antikdrpers. Immunoassays sollten nicht in erster Linie nach duflerlichen
Kriterien, z.B. Testformat oder Art des Labels* eingeteilt werden. Die wichtigste Unter-
scheidung ist m.E. die Differenzierung zwischen kompetitiven und nicht-kompetitiven Tests
[381[39], da sich beide Typen in ihrem Verhalten grundsitzlich unterscheiden. Bei
kompetitiven Assays liegen die Antikorper im Unterschu8 vor, Analyt und Tracer (bzw.
Konjugat) konkurrieren um die begrenzte Anzahl Bindungsstellen. Im Bereich der Umwelt-
analytik wird ausschlieBlich dieser Testtyp eingesetzt. Dies wird durch die GroBSe des
Analyten erzwungen. Nicht-kompetitive Tests brauchen mindestens zwei gleichzeitig
zugéngliche Bindungsstellen (Epitope) am Analyten. Dies ist jedoch bei kleinen Molekiilen
(z.B. Pestiziden) aus sterischen Griinden kaum realisierbar. VALENTINE und GREEN [40]
haben elegante Experimente durchgefiihrt, um zu kliaren, wie groff ein Molekiil mindestens
sein mufBl, um mit zwei Antikdrperbindungsstellen reagieren zu konnen. Sie verwendeten dazu
bivalente Dinitrophenyl-Derivate. Ringformige Komplexe aus mehreren Antikdrpern bildeten
sich erst ab einer Spacerldnge von 8 Kohlenstoffatomen, die Gesamtldnge dieses Molekiils
betrug ca. 25 A.

Nicht-kompetitive Immunoassays weisen erhebliche Vorteile beziiglich Sensitivitit und
Selektivitdt auf. So ist es durchaus denkbar, daf ein nicht-kompetitiver Immunoassay, die
niedrigste liberhaupt denkbare Nachweisgrenze eines Analyten erreichen kann: 1 Molekiil
[41].

Das Prinzip eines ELISAs ist in der Abb. 1 dargestellt. Schritt 1 entspricht der Beschichtung
(Coating) der Mikrotiterplatte mit Analyt-bindenden Antikorpern®. Dies wird durch Adsorp-
tion der Antikérper an die Plattenoberfliche erreicht. Eine kovalente Anbindung ist nor-
malerweise nicht notwendig. Nach dem Abwaschen der tiberschiissigen Antikorper mit einem
speziellen Waschpuffer (tensidhaltig) wird die Probe zugegeben (Schritt 2). Das Volumen
betrégt typischerweise 100-200 uL. Nach der Vorinkubationszeit wird zu der Probe noch eine
konstante Menge eines Enzymtracers hinzugegeben. Dadurch wird eine Konkurrenzreaktion
in Gang gesetzt, da nur eine begrenzte Zahl Antikdrper anwesend sind. Nach der Tracer-
inkubationszeit werden Probe und iiberschiissige Reagenzien weggewaschen. Gebunden bleibt
insbesondere ein Teil des zugesetzten Enzymtracers (Schritt 3). Das gebundene Enzym kann

4 Begriffsdefinitionen im Glossar Kap. IX.

5> Die Antikorper sind hier zur Vereinfachung monovalent gezeichnet. Dies entspricht
nicht der Realitit, da Antikorper der Klasse IgG zwei Bindungsstellen besitzen. Fiir
den prinzipiellen Verlauf von Hapten-Immunoassays ist dieses Detail jedoch un-
erheblich.
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anschlieBend mit einem chromogenen Substrat leicht nachgewiesen werden (Schritt 4). Nach
der Entwicklungszeit, die notwendig ist, um geniigend Farbstoff zu erzeugen, wird das
Enzym durch Zugabe von Siure denaturiert (Schritt 5). AnschlieBend kénnen die Absorptio-
nen in den einzelnen Kavititen mit einem speziellen Photometer vermessen werden. Die
Auswertung kann vollautomatisch mit einem angeschlossenen Personal-Computer erfolgen.

In dieser Arbeit soll auf nicht-kompetitive Verfahren (Abb. 2) nur kurz eingegangen werden,
da bisher ausschlieBlich kompetitive Verfahren in der Pestizidanalytik eingesetzt wurden. Der
wichtigste Unterschied zum kompetitiven Verfahren liegt in der notwendigen GroSe des
Analyten. Hier kommen insbesondere Polymere wie Proteine in Frage. Der in Schritt 1 auf
die Mikrotiterplatte adsorbierte Fangerantikdrper hat die Aufgabe, den Analyten aus der
Probe zu extrahieren (Schritt 2) und festzuhalten. Nach einem Waschschritt (Schritt 3) gibt
man einen zweiten Antikrper hinzu, der idealerweise eine andere antigene Determinante des
Analyten erkennt (Schritt 4). Nach einem weiteren Waschschritt wird ein Enzym-markierter
(anti-Antikorper)-Antikorper hinzugegeben, der an artfremde Antikorper bindet. Auf diese
Weise wird die Menge des gebundenen Antikorpers 2 quantifiziert. Die zwischen einigen
Schritten moglichen (und teilweise notwendigen) Blocking-Schritte zur Unterdriickung
unspezifischer Bindung wurden in diesem Schema weggelassen. Es gibt jedoch auch Anhalts-
punkte, da8 unter giinstigen Bedingungen ohne Blocking gearbeitet werden kann [42]. Bei
nicht-kompetitiven Tests werden Eichkurven mit positiver Steigung erhalten. Dies fiihrt dazu,
daB diese Assays eine inhdrent hohere Empfindlichkeit haben, die primédr durch unspezifische
Bindung und durch die Empfindlichkeit des Label-Nachweises limitiert wird. Fiir die Bindung
zweier Antikorper ist jedoch eine Mindestgrofie [40] des Analyt-Molekiils notwendig, das von
den meisten umweltrelevanten Substanzen nicht erreicht werden diirfte.

Die kompetitiven Verfahren kénnen nunmehr in zwei weitere Gruppen aufgespalten werden:
Die homogenen und die heterogenen Immunoassays. Homogene Immunoassays [43] laufen
vollstindig in Losung ab und bendtigen keine Waschschritte. Durch sehr subtile Methoden
(z.B. Fluoreszenzpolarisation [44] oder Enzyme-Channelling [45]) wird die Reaktion
des Antikorpers mit dem Tracer direkt nachgewiesen. Homogene Immunoassays sind zwar
einfach in der Anwendung und gut zu automatisieren, sie sind jedoch im allgemeinen stor-
anfilliger und unempfindlicher als heterogene Immunoassays, bei denen mindestens ein
Reagenz an der Oberfliche eines Triagers immobilisiert ist und Waschschritte zwingend
erforderlich sind. Homogene Immunoassays sind wichtige Bestandteile von Schnelltests, die
z.B. auf Teststreifen ablaufen.
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Abb. 1: Prindp eines kompetitiven Immunoassays (ELISA) mit photometrischer Detektion. Die
Zeitachse soll die Bezeichnungen der unterschiedlichen Inkubationen erliutern. Die Zeitabschnitte
kdnnen sehr stark variieren und sind nicht mafstiblich zu verstehen.
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Abb. 2: Prinzip eines nicht-kompetitiven Immunoassays. Antikdrper 1 ist ein sog. Fingerantikdrper
und bindet den Analyten. Antikdrper 2 muf3 eine zweite (identische oder verschiedene) antigene Determi-
nante binden kinnen. Antikdrper 3 bindet an artfremde Antikorper (der Art des Antikdrpers 2) und ist
kovalent mit einem Enzym verbunden.
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einem Hapten-BSA-Konjugat, Antikérper 1 ist analytbindend, Antikdrper 2 bindet an artfremde Antikor-
per und ist kovalent mit einem Enzym verbunden.
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Heterogene Immunoassays kénnen wiederum in normale und indirekte Testkonfigurationen
aufgeteilt werden. Sie unterscheiden sich darin, daB im ersteren Fall der AntikOrper auf dem
Trager immobilisiert ist (siche Abb. 1), im letzteren Fall ist ein Analyt-Konjugat immobi-
lisiert. Die normale Konfiguration ist in der Regel der indirekten in puncto Sensitivitit
[46]-[48] und Schnelligkeit {iberlegen. Die indirekte Konfiguration hat den Vorteil der ein-
facheren Herstellung der Komponenten, sowie die Tatsache, da Enzym und Probe keinen
direkten Kontakt haben.

In Abb. 3 ist das indirekte Testformat fiir kompetitve Inmunoassays dargestellt. Hier werden
nicht die Antikorper, sondern die Analyt-Molekiile immobilisiert. Da kleine Molekiile nicht
sehr fest an Polystyroloberflachen adsorbiert werden, verwendet man hiufig Protein-Analyt-
Konjugate, die in einem Coating-Schritt (nicht-kovalent) auf die Plattenoberfliche gebracht
werden (Schritt 1). Nach einem Waschschritt wird die Probe zugegeben und der Analyt-
bindende Antikorper zugesetzt (Schritt 2). Der UberschuB wird abgewaschen. Die gebun-
denen Analyt-Antikorper werden im Schritt 4 mit einem Enzym-markierten (anti-Antikorper)-
Antikorper versetzt. Diese Antikorper binden z.B. an alle Antikorper (IgG) die von Kanin-
chen stammen. Nach einem weiteren Waschschritt wird Substrat zugegeben. Das Enzym wird
durch Zugabe von Siure denaturiert und der Farbstoff photometrisch vermessen. Die bei
diesem Testformat notwendigen Blocking-Schritte, die unspezifische Adsorptionen auf der
Platte unterdriicken sollen, sind der Einfachheit halber weggelassen.

AuBler den hier erwdhnten Immunoassay-Typen gibt es noch unzédhlige weitere. Diese konnen
jedoch oft als Varianten der o.g. Assays angeschen werden und werden hier nicht im Detail
besprochen.

Interessant ist jedoch eine Analogie [49] zwischen Immunoassays und Isotopenverdiinnungs-
methoden. Bei der iiblichen Isotopenverdiinnungsmethode [50] wird eine bestimmte Menge
an (meist radioaktiv) markiertem Analyten zur Probe hinzugefiigt. Nach der Reinisolierung
des Analyten (Wiederfindungsrate irrelevant) wird die Aktivitit des isolierten Analyten mit
der Aktivitit des zugesetzten Analyten verglichen.

Anhand Gleichung 1

X - (ﬁ_ll X GL 1)
A m
mit X Menge des Analyten [g]
X,  Menge des markierten Analyten [g]
A spezifische Aktivitit des isolierten Analyten
A spezifische Aktivitit des markierten Analyten

148t sich leicht die formale Analogie der Eichkurven zeigen.
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Durch Umformen erhdlt man Gleichung 2:

X, 4 (Gl 2)
X, A
Der Kehrwert lautet:
A4 __ 1
Am ( X ) (GL. 3)
1+ —

Diese Gleichung ist formal identisch mit der sog. 4-parametrigen logistischen Kurve
(siehe S. 23). Aus

_ _(4-D) | D
X \B (Gl. 4)
()
folgt mit D=0 und B=1 Gleichung 5:
A
Y =
X (GL. 5)
1+ =
g
Normiert auf die maximale Absorption A erhélt man
Yy_ B __1
A B, (x) (Gl. 6)
1+|=

wobei B hier nichts mit dem eins gesetzten Steigungsparameter zu tun hat, sondern eine
allgemein ibliche Bezeichnung der Absorption der Probe (B) bzw. der Absorption der
Nullprobe (By) ist.

Dies bedeutet, daB auch Eichkurven von Isotopenverdiinnungsmethoden in halblogarith-
mischer Auftragung sigmoidal sein miissen. Folglich besitzen sie auch einen "Testmittel-
punkt", der mit der zugesetzten Menge des markierten Analyten identisch ist. Bei einer
Isotopenverdiinnungsmethode konnen nicht wesentlich niedrigere Konzentrationen gemessen
werden konnen, als die Konzentration des zugesetzten Isotops. Andernfalls unterscheidet sich
die Aktivitit des isolierten Analyten nicht mehr signifikant von der Aktivitit des zugesetzten
Analyten. Auch hier handelt es sich um eine Methode, die nicht konzentrationsproportionale
Signale liefert. Es wird die Abnahme einer Aktivitit relativ zu einer Standardaktivitit
gemessen.
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Es soll aber nicht der Eindruck entstehen, Isotopenverdiinnungsmethoden seien generell
identisch mit Immunoassays. Dies kann man daran erkennen, daf§ die zugesetzte Menge des
markierten Analyten theoretisch beliebig klein gemacht werden kann. Eine Limitierung tritt
erst auf, wenn die Nachweisgrenze des markierten Analyten unterschritten wird. In der
Praxis wird die Isolierung des Analyten viel frither versagen.

Ein kompetitiver Immunoassay ist jedoch oft affinititslimitiert [S1], d.h. ein beliebiges
Verdiinnen des Tracers ist wirkungslos.

Im Bereich der Isotopenverdiinnungsmethoden existiert eine Parallele zu kompetitiven
Immunoassays. Bei der Variante von RUZICKA und STARY [52] verwendet man sog. "sub-
stochiometrische" Reagenzien. Das bedeutet, daf§ zur Probe (incl. Isotop) und zum radio-
aktiven Isotop allein, kleine, identische Mengen eines Reagenzes gegeben werden. So kann
man jeweils gleiche Massen abscheiden. Es miissen dann keine Wéagungen mehr durchgefiihrt
werden. Dieser Analysen-Typ ist m.E. identisch mit einem kompetitiven Immunoassay,
insbesondere einem RIA. Das substdchiometrische Reagenz entspricht dem Antikorper.

Bei der Isotopenverdiinnungsmethode nach RUZICKA und STARY tritt gleichermaBen eine
" Affinitatslimitierung" auf. Will man z.B. Sulfat mit Barium-Ionen féllen [53], so gelingt
das nur, so lange das Ldoslichkeitsprodukt nicht unterschritten wird [54]. Fiir eine
substochiometrische Analyse darf maximal so viel Reagenz zugegeben werden, wie Analyt
vorhanden ist. Mit 10 mol/L Sulfat und 10 mol/L Barium-Ionen wird diese Bedingung bei
einem Loslichkeitsprodukt von 10710 gerade noch erreicht. Eine niedrigere Konzentration
Sulfat 148t sich mit diesen Reagenzien ohne Anreicherung nicht messen, auch wenn die
Nachweisgrenze des radioaktiv markierten Analyten noch weit entfernt ist. So ist bei einem
Probenvolumen von 1 mL die 16slichkeitslimitierte Nachweisgrenze bei 10® mol, die Label-
Nachweisgrenze liegt jedoch bei < 10716 mol. Der Unterschied macht 8 Zehnerpotenzen
Empfindlichkeit aus. Auch kleinere Verschiebungen des Ladslichkeitsprodukts durch
Abkiihlung oder durch Losungsmittelzusitze kdnnen an dieser prinzipiellen Situation nichts
indern. Wenn man z.B. 10°19 mol/L Sulfat messen will, kann man auch mit einem empfindli-
cheren Label nichts ausrichten: Man optimiert an der falschen Stelle. Analoge Uberlegungen
gelten natiirlich auch fiir Komplexbildungskonstanten.

3 Antikorper

Antikorper [55][56] sind globuldre Proteine, die im Serum von Wirbeltieren in der
sog. Immunglobulin-Fraktion vorkommen. Antikoérper werden von Plasmazellen (B-Zellen)
hergestellt und sind ein entscheidender Faktor der Immunabwehr des Korpers. Jeder Mensch
kann moglicherweise mehr als 10 Milliarden [57](58] verschiedene Antikorper her-
stellen. Interessanterweise ist diese Diversitit nicht im Genom fixiert, sondern ist eine Folge
eines Prinzips, das auf Zufallskombinationen einer begrenzten Anzahl von Genabschnitten
beruht. Dieser Mischvorgang geschieht wihrend der Embryonalphase und 148t sich auch bei
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geklonten Individuen nicht reproduzieren. Die pra-B-Zellen warten nun auf den Kontakt mit
dem zu ihrem AntikOrper passenden Antigen. Erst nachdem ein entsprechendes Antigen von
der pri-B-Zelle gebunden wurde, kann sich die Zelle zu einer Plasmazelle differenzieren,
sich vermehren und die Antikorperproduktion beginnen. Diese Art der Antikdrperinduktion
wird Klon-Selektions-Theorie genannt. Sie wurde Ende der fiinfziger Jahre von JERNE
[59] und BURNET [60] vorgeschlagen. Obwohl viele Details z.B. des Antigenprocessings
[61] und der Regulation unbekannt sind, gilt die Klon-Selektions-Theorie heute als voéllig
gesichert. Zusitzlich ist eine Phase der verstirkten Mutation [62] vorhanden, die eine
Feinregulation der Antikorperaffinitit ermdglicht. Antikdrper konnen im allgemeinen nur
gegen Stoffe mit einer MindestgroBe (Molmasse > 5000) hergestellt werden, da das
Immunsystem nur durch grofie Molekiile aktiviert wird [63]. Die meisten umweltrelevan-
ten Chemikalien sind jedoch wesentlich kleiner und konnen daher nicht direkt als Immunogen
verwendet werden. Stellt man dagegen Hapten/Carrier-Konjugate aus dem gewiinschten
Analyten und z.B. einem Protein her, so kdnnen Antikérper auch gegen kleine Molekiile
erhalten werden.

Antikorper [64] der Klasse IgG besitzen eine Molmasse von ca. 150.000 und bestehen aus
vier disulfidverbriickten Polypeptidketten, von denen je zwei identisch sind. Am N-terminalen
Ende der Ketten sind die sog. hypervariablen Regionen lokalisiert, die in ihrer rdumlichen
Anordnung zwei identische Bindungsstellen bilden. Die Gesamtstruktur eines Antikorpers
dhnelt ungefihr einem Y oder besser einem T. Die konstanten Regionen eines Antikdrpers
(einer Klasse) sind bei einem Individuum gleich, und kénnen nach enzymatischer Abspaltung
kristallisiert werden. Daher der Name F_-Fragment (crystallizable). Der Rest des Antikorpers
wird F,-Fragment genannt (antigen binding), wobei die variable Region F,-Fragment
genannt wird. Der F_-Teil enthilt Kohlenhydratreste, so daB Antikorper zu den Glycopro-
teinen gezihlt werden.

Die Antikorperbindungsstelle ist bei Protein-Antigenen eine eher oberflichenorientierte Stelle
am Antikorper, die moglichst genau komplementér zur Struktur des Antigens ist. Dagegen
sind Hapten-Bindungsstellen mehr Taschen oder Spalten, die das Hapten aufnehmen konnen.
Die Wechselwirkungen, die eine Hapten-Antikdrper-Bindung hervorrufen, konnen sehr
unterschiedlich sein. Oft wird angenommen, daB hydrophobe Wechselwirkungen [65]
(d.h. entropiegetriebener Wasserausschluf [66]) den grofiten Anteil ausmachen. Moglicher-
weise gilt dies aber nur fiir hydrophobe Haptene. Da bisher nur wenige Hapten-Antikorper-
Komplexe einer Rontgenstrukturanalyse bei hoher Auflésung unterworfen wurden, kénnen
nur begrenzte Aussagen iiber die Art der Bindung in einer Antikoérperbindungstelle gemacht
werden [67]. Die Kiristallisation von Proteinen ist ein kritischer Schritt in der Untersu-
chung von Proteinen mittels Rontgenstrukturanalyse, daher werden verstirkt auch Verfahren
in Losung wie NMR [68] fiir die Untersuchung von Antikdrperbindungsstellen benutzt.
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Angaben iiber die Grofe einer Haptenbindungsstelle variieren naturgemiB betrichtlich, es
gibt Angaben wie 8x8x3 A [69], 6 Zuckerreste, 4 Aminosiuren, 12x15x20 A [70],
20x25 A bzw. 15x6x6 A, [71]. Trotzdem ist es hierdurch méglich, die GréBenordnung
der Dimensionen einer Antikorperbindungstelle abzuschitzen. Fiir Inmunoassays ist norma-
lerweise kein vollstindiger Antikorper notwendig. Es reicht die kleinste Einheit, die noch
eine funktionelle Bindungsstelle repriasentiert. Dies ist nach dem jetzigen Stand der Erkennt-
nisse ein F,-Fragment [72], wobei die beiden Kettenteile auch zu einer einzigen Poly-
peptidkette verbunden sein kénnen.

Fiir heterogene Immunoassays sollte sich der Antikdrper an eine Oberfliche immobilisieren
lassen, wobei die Details dieses Adsorptionsprozesses [73] nur unzureichend bekannt sind.
Uber die Stabilitit [74] von Antikorpern gibt es widerspriichliche Angaben. Vermutlich
ist die Struktur des einzelnen Antikorpers direkt ursdchlich verantwortlich fiir dessen Stabili-
tat. Es gibt einige Untersuchungen, z.B. durch Vernetzung, Immobilisierung oder zusitzliche
Disulfidbriicken die AntikOrperstabilitit zu verbessern. Es fehlt jedoch weitgehend eine
allgemeine Strategie.

Die Struktur der Bindungsstelle zur Bindung eines vorgegebenen Analyten ist bisher weit-
gehend dem Zufall iiberlassen. Polyklonale Antikdrper sind zum heutigen Zeitpunkt eindeutig
erfolgreicher als monoklonale Antikdrper, was die Herstellung hochempfindlicher Pestizid-
immunoassays angeht. Dies hingt vermutlich damit zusammen, da man bei polyklonalen
Antikorpern das gesamte Spektrum der produzierten Antikorper verwendet. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit ist in dieser Mischung eine kleine Fraktion exzellenter Antikorper
enthalten, die den Test dominieren. Bei monoklonalen Antikdrpern muff man den seltenen
Fall realisieren, daB man genau die Zelle, die den besten Antikdrper produziert, isolieren
kann. Dies ist nur bei der Verwendung extrem effektiver Screeningmethoden, sowie der
Untersuchung einer sehr grofien Anzahl an Hybridomazellen zu erwarten. Bei ungiinstigeren
Voraussetzungen (z.B. bei finanziellen, personellen oder zeitlichen Engpissen bzw. bei der
Verwendung einer ungeeigneten Screening-Methode) werden sehr oft nur mittelméiBige
Antikorper gefunden.

Bei der Verwendung von gentechnologischen Verfahren [75], die sich jedoch zum jetzigen
Zeitpunkt noch in einem frilhen Experimentalstadium befinden, kann durch Protein-
engineering erstmals Einfluf auf die detaillierte Struktur des Antikdrpers genommen werden.
Gezielte Manipulationen zur Verdnderung der Bindungsstelle oder die Einfithrung von Sekun-
dérfunktionen erscheinen nun moglich. Besonders in Kombination mit Methoden des "Mole-
cular Modelling" sind hier erhebliche Fortschritte zu erwarten [76]. Vielleicht konnten
Antikorper von nicht geahnter Spezifitit und Affinitit hergestellt werden, die den Anwen-
dungsbereich von Immunoassays nochmals erheblich erweitern wiirden.
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Die Erkenntnisse auf dem Gebiet des AntikOrperdesigns wachsen sehr schnell. Nicht nur aus
molekularbiologischer, proteinchemischer, immunologischer oder medizinischer Richtung
sind Neuerungen zu erwarten. Einen Antikdrperkomplex kann man auch als einen Spezialfall
eines host-guest-Komplexes ansehen. Die Fortschritte auf dem Gebiet der supramolekularen
Chemie [77] werden sich daher auch auf dem Gebiet der Immunoassays auswirken, wobei im
Moment nicht klar ist, welche Richtung sich schneller entwickeln wird.

4 Enzymtracer

Ein Enzymtracer ist ein Konjugat aus einem (modifizierten) Analyt-Molekiil und einem leicht
nachweisbaren Enzym. Tracer konnen durch eine Konkurrenzreaktion indirekt Anti-
korper/Antigen-Reaktionen mefibar machen.

Cl

N/kN
A JOI :
g/‘\n g/\/\/\g/N\ Peroxidase

Abb. 4: Enzymtracer (nicht mapstiblich). An eine Aminogruppe des Markerenzyms Meerrettich-
peroxidase wurde eine Carbonsdure gekoppelt. Der dargestellte Tracer eignet sich zum Nachweis von
Atrazin.

Viele Enzyme sind als Enzymlabel [78] erprobt worden. Da an ein Enzymlabel hohe
Anspriiche gestellt werden, die meist nur partiell erfiillt werden konnen, haben sich nur
wenige Enzyme in der Praxis durchgesetzt. Am hiufigsten wird wahrscheinlich die Meer-
rettichperoxidase (POD, HRP) eingesetzt. Eine gewisse Bedeutung haben auch Alkalische
Phosphatase und 8-Galactosidase erlangt. Meerrettichperoxidase hat einige wichtige Vorteile:
Sie ist sehr empfindlich nachzuweisen und preisgiinstig in hoher Reinheit erhiltlich. POD 148t
sich mit unterschiedlichen Methoden koppeln und ist robust gegeniiber vielen denaturierenden
Einfliissen. Zudem gibt es eine grofe Auswahl an chromogenen [79]-[82], fluorogenen [83]
und luminogenen [84] Substraten.

Ein nicht zu unterschitzender Vorteil ist die Tatsache, daB von den 6 Lysinresten nur 1 bis 3
tatsdchlich von auBen zuginglich sind. Dies fithrt zu einer reproduzierbaren Kopplung mit
einer niedrigen Kopplungsdichte. Als Nachteil muf angemerkt werden, da8 die HRP durch
ihr Substrat H,O, gehemmt wird und daher wihrend der Farbreaktion schnell an Aktivitit
verliert. Langzeitmessungen lassen sich daher mit POD bisher nicht durchfiihren. Auch ist
die rdumliche Struktur der Meerrettichperoxidase nur ungefihr bekannt, eine Rontgen-
strukturanalyse fehlt bis heute. Das kommerziell erhdltliche Enzym kann aus verschiedenen



1. EINFUHRUNG 15

Isoenzymen [85] bestehen, die erhebliche Unterschiede in ihren Eigenschaften aufweisen;
manche Priparationen enthalten jedoch ca. 90% des basischen Isoenzyms C.

Tabelle 1: Daten zur Meerrettich-Peroxidase [86]-[90]’

Molmasse 40.000-44.000

Prosthetische Gruppe Protohdmatin IX (Ham)
Aminosduren [91][92] 308 (monomer)
Kohlenhydrat-Anteil [93] 17-21 % (8 Ketten)

Calcium [94][95] 2

Lysin 6

Lysin (derivatisierbar) [96]-[99] 1-3

Disulfid-Briicken 4

Cystein (frei) 0

Histidin, Tyrosin, Tryptophan 3,5, 1

Aminoterminus Pyroglutamyl-Rest (blockiert)
Carboxylterminus Serin (labil)
Absorptionsmaxima 403 nm, 275 nm

Stokes Radius 3 nm

Isoelektrischer Punkt pH 8.7-9.0 (Isoenzym C)
Absorptionskoeffizient (403 nm, 1 %, 1 cm) | 22.5

Absorptionskoeffizient (403 nm, molar) 1.02-10°

Reinheitszahl (RZ) 3.33 (Isoenzym C 1)
Chromogene Substrate (Bsp.) TMB, ABTS, OPD
Fluorogene Substrate (Bsp.) Homovanillinsaure, HPA, HPPA
Luminogenes Substrat (Bsp.) Luminol

Inhibitoren [83] N;°, H,0,, Mn?*, § Co?*, CN', F

1 Die angegebenen Literaturzitate beziehen sich sinngemdB auf das Stichwort und

nicht unbedingt auf den angegebenen Wert.
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5 Label

Nicht nur Enzymtracer konnen fiir Immunoassays verwendet werden. Es ist eigentlich jede
nachweisstarke Einheit prinzipiell geeignet. Eine mogliche Unterscheidung von Immunoassays
kann durch die Art der Markierung (Label) vorgenommen werden [100]. Besonders
hervorzuheben sind Methoden, die vollig ohne markierte Analyten auskommen. Hierzu
gehoren z.B. Surface-Plasmon-Resonance (SPR [101]) oder Evanescent Wave-Methoden
(ATR, TIRF [102]), die direkt die Wechselwirkung zwischen Analyt und Antikorper
verfolgen. Diese Techniken, die z.B. auf der Absorption von Licht (ATR), auf der Anregung
von Fluoreszenz oder der Verdnderung des Brechungsindex an einer Grenzfliche (SPR)
beruhen, haben jedoch bisher einen entscheidenden Nachteil: Bei kleinen Molekiilen (dies
kann schon M, < 100.000 bedeuten) ist das Signal nicht meBbar. Daher sind diese Verfahren
(ohne Label) nur fiir die Analytik von z.B. Proteinen im Spurenbereich nutzbar.

Das ilteste Verfahren ist die radioaktive Markierung. Benutzt werden insbesondere die
Isotope 1251 3H (Tritium) und 14C [103], wobei sich 1251 durch eine besonders hohe
Nachweisempfindlichkeit auszeichnet. Tritium und !#C haben den Vorteil, daB chemisch
unveranderte Analyten angewandt werden konnen ("internes Label"). Wenn man einen
geringfiigigen Isotopeneffekt vernachlissigt, so ist keine Diskriminierung zwischen Analyt
und Tracer zu erwarten.

Trotz der inhidrent hohen Sensitivitit der Messung radioaktiver Strahlung, sind Radioisotope
keine idealen Label. Abgesehen von gesundheitlichen Konsequenzen des (evtl. unsachgemé-
Ben) Umgangs mit radioaktivem Material gibt es noch weitere Limitierungen: Die spezifische
Radioaktivitit darf einen bestimmten Wert nicht wesentlich liberschreiten, da sonst Radiolyse
zu einer raschen Zerstorung des Tracers fithrt. Auch kann jedes Label nur ein einziges Mal
zerfallen. Der Zerfall beginnt schon bei der Herstellung des Radioisotops, nicht erst bei der
Messung. Es ist also im Endeffekt nur ein winziger Teil der potentiell im Tracer steckenden
Energie nutzbar, der Rest verursacht Probleme bei der Lagerung, Handhabung und nicht
zuletzt der Entsorgung. Auch die strengen Auflagen beim Umgang mit radioaktivem Material
erschweren die Anwendung von RIAs erheblich.

Schon seit vielen Jahren werden Enzyme als Label verwendet. Der Erfolg von enzymatischen
Systemen 1d8t sich auf mehrere Faktoren zuriickfiihren: Enzyme sind extrem empfindliche
Marker, die auch klassische fluorimetrische und luminometrische Methoden oft weit {iber-
treffen. Enzymaktivititen konnen z.B. mit Photometern, Fluorimetern oder Luminometern
bestimmt werden, wobei i.A. die Empfindlichkeit in dieser Reihenfolge zunimmt. Trotzdem
sollte man die Vorteile von chromogenen Substraten nicht unterschidtzen: Der technische
Aufwand fiir die Messung kann sehr niedrig gehalten werden, im Grenzfall kann eine rein
visuelle Auswertung vorgenommen werden (halbquantitiativ). Zudem ist bei chromogenen
Substraten der Vorgang der Farbentwicklung gut sichtbar und jederzeit unter Kontrolle.
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Tabelle 2: Vergleich verschiedener Marker.

Label (bzw. Substanz) NG [mol/L] | NG [mol] Methode (bzw. Prinzip)

Tritium CH) [104] - ca. 5-1071%" | Fliissig-Szintillation (8", 20 KeV)
Kohlenstoff (14C) - ca. 4-10'13* | Flissig-Szintillation (8°, 200 KeV)
Iod (1351 [105] ca. 11014 | ca. 1-10717* | y-Counter (y, 27 u. 35 KeV)
Schwefel (3%S) - ca. 2-10717* | Fliissig-Szintillation (8", 190 KeV)
POD (TMB) [35] 2-1015 ca. 1108 | Enzym/Photometrie

POD (HPPA) [35] 5-10°14 - Enzym/Fluorimetrie

POD (HPA) [35] 1-10°13 - Enzym/Fluorimetrie

B-Gal (MUG) [35] 5-10'16 - Enzym/Fluorimetrie

POD (HPA) [78] 7.5-1014 - Enzym/Fluorimetrie

AP (MUP) [78] 1.8-1015 - Enzym/Fluorimetrie

AP (MUP) [106] - 5-10°19 Enzym/Fluorimetrie

ACH (Acetylthiocholin) [107] 8-10°15 1.6-10°18 Enzym/Photometrie

AP (NPP) [107] 7.5-10°1 1.5-10'17 Enzym/Photometrie

POD (o-Phenylendiamin) [107] 1.8-1014 3.6:10°18 Enzym/Photometrie

AP (AMPPD) [108] ca. 2-10717 1.6-10721 Enzym/Chemilumineszenz

AP (D-Luciferin-o-phosphat) [109] | - 5-1020 Enzym/Chemilumineszenz

POD (Luminol) [109] - 5-1017 Enzym/Chemilumineszenz

AP (NADP) [110] - 1.1-1020 Enzymkaskade/Photometrie
B-Galactosidase (NAD) [111] - 21022 Enzymkaskade/Biolumineszenz
B-Galactosidase (NAD) [112] - 3.3-1021 Enzymkaskade/Chemilumineszenz
Pyren [113] 7.4-1077 - Fluorimetrie

Pyren [113] 2.5-10° - Laser-induzierte Fluoreszenz
Kokain [113] 3.3-10°10 - Fluorimetrie

Chinin [113] 6.2-10° - Fluorimetrie

Fluorescein [109] - 2-10°14 Fluorimetrie

Rhodamin [109] - 5-10°13 Fluorimetrie

Fluorescein [114] 5.0-101% - Laser-induzierte Fluoreszenz
Rhodamin B [114] 1-10°12 - Laser-induzierte Fluoreszenz
Eu-3-Diketonat [114] 2-10°15 - Laser-induzierte Fluoreszenz

14C und 3H aus [103] relativ zu 1251

- Keine Angaben verfiigbar.

1251 und 358 abgeschitzt aus Halbwertszeit mit NG=1 count/s und 80% Detektor-Effizienz.
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In Tabelle 2 sind die Nachweisgrenzen fiir die Detektion verschiedener Label (bzw. potentiel-
ler Label) gegeniibergestellt. Es besteht weitgehender Konsens, dal konventionelle Fluores-
zenzlabel fir Immunoassays meist nicht empfindlich genug detektiert werden konnen
[115]°. Laser-induzierte Fluoreszenz kommt in bestimmten Fillen in die Nihe der Nach-
weisgrenze von photometrisch detektierten Enzymen. Besonders empfindlich ist die zeit-
aufgeloste Messung von Lanthanoid-Chelaten. Die Enzym-Bestimmung mittels Chemilumi-
neszenz erscheint jedoch von keiner anderen Methode in ihrer Sensitivitit auch nur annahernd
erreichbar zu sein. Radioaktive Isotop-Label sind meist unempfindlicher als Enzyme
[116]: Dies ist vermutlich auch ein Grund, weshalb RIAs stark zuriickgehen [117].
Marker, die schlechtere Nachweisgrenzen als die hiufig verwendete Meerrettich-Peroxidase
haben, diirften nur fiir Spezialanwendungen interessant sein.

Viele Label-Enzyme sind stabiler als bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe [118] oder Radio-
isotope und konnen lange Zeit ohne nennenswerten Aktivititsverlust aufbewahrt werden
[119][120]. Es wurde die Anwendung vieler anderer Marker in Immunoassays ver-
sucht, die jedoch kaum Bedeutung erlangt haben.

Es muB betont werden, da die Anwendung verschiedener Label in erster Naherung keinen
Einflu$ auf das Ergebnis eines (kompetitiven) Inmunoassays hat. Das Label hat die Aufgabe,
den Vorgang der Antikorper-Bindung sichtbar bzw. mefibar zu machen. In welcher Form dies
geschieht, ist von zweitrangiger Bedeutung. Daher wird man sich hdufig fiir die Verwendung
eines moglichst bequemen und zuverldssigen Labels entscheiden. Andererseits ist die Ver-
wendung eines nicht ausreichend empfindlichen Labels meist nicht adiquat. Der Atrazin-
Antikdrper S84 wurde in einem Fluoreszenz-Immunoassay (FITC-gelabelte Antikorper)
eingesetzt [121]. Der Vergleich zwischen Immunoassays auf der Grundlage von Peroxi-
dase- (siehe S. 182) bzw. FITC-markierten Komponenten zeigt eine ca. 1000fach niedrigere
Nachweisgrenze fiir den Peroxidase-Test (3 bzw. 3-107 ug/L Atrazin).

6 Triagermaterialien

Heterogene Immunoassays bendtigen zwingend eine zweite Phase, die die Abtrennung der
gebundenen und nicht gebundenen Komponenten erméglicht. In der Regel handelt es sich hier
um die Oberfliche eines Polymers. Am weitaus hédufigsten werden sogenannte Mikrotitra-
tionsplatten aus Polystyrol verwendet [100]. Sie besitzen 96 Kavititen und sind mit unter-
schiedlich behandelten Oberfléchen erhiltlich. Die breiteste Anwendung erfahren Mikrotitra-
tionsplatten mit "high-capacity"-Charakteristik, was sich auf die hohe Bindungskapazitit fiir
Proteine bezieht. Die hohe Bindungskapazitit wird angeblich durch eine Oberflichenbe-
handlung im Plasma erreicht. Problematisch sind die bisher unvermeidlichen Schwankungen
der Bindungskapazitit von + 5 %, die das Ergebnis eines Immunoassays stark beeinflussen

6 “However, conventional fluorescence immunoassay has not been widely applied

because of its lack of sensitivity."
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konnen. Diese Materialunterschiede sind vermutlich die Ursache fiir die nicht mehr signifi-
kant verbesserungsfahige Reproduzierbarkeit.

Um das "Ausbluten" von Reagenzien wihrend der Waschschritte zu verhindern, werden auch
verschiedene Platten mit kovalenten Bindungsmdglichkeiten [122] angeboten. Die iiber
Carboxylgruppen, Aminogruppen oder Epoxide koppelbaren modifizierten Polystyrol-
oberflichen zeigen oft dhnliche Ergebnisse im Vergleich mit adsorptiv bindenden Platten.
Kovalent koppelbare Platten diirften nur dann erhebliche Vorteile aufweisen, wenn adsorptive
Verfahren nicht anwendbar sind.

Neben Mikrotitrationsplatten sind auch Polystyrolréhrchen und -kugeln im Gebrauch. Auch
Gelsdulen und Magnetpartikel werden als Tragermaterial eingesetzt. Dennoch sind alle neuen
Tragermaterialien und Formate bisher den Beweis schuldig geblieben, signifikante Vorteile
gegeniiber der Standard-Polystyrolplatte zu bieten. Im Gegenteil, die Anwendung erscheint
fast immer komplizierter und die Materialien sind unverhéltnisméBig teuer. Eine interessante
Neuentwicklung soll jedoch trotzdem nicht verschwiegen werden: Fiir Spezialanwendungen
kann sich eine Standard-Mikrotiterplatte aus Quarzglas [123] als hilfreich erweisen. Pro-
bleme mit Storfluoreszenz und Adsorption von Analyten oder Testkomponenten werden ver-
mindert.

7 Puffer und Enzymsubstrate

Im Korper befinden sich Antikorper (IgG) geldst in der Serumfliissigkeit. Diese enthélt neben
Kochsalz, Proteinen und Aminoséduren viele andere Substanzen. Ausgehend von der An-
nahme, daB Antikdrper im Originalmedium optimale Eigenschaften zeigen (keine Denatu-
rierung bzw. Deformation) sollten auch die Reagenzien in Immunoassays diesem Medium
moglichst nahe kommen. Zumindest pH-Wert und Ionenstirke sollten sich normalerweise
nicht stark von Blut unterscheiden. Dieser Forderung entspricht PBS-Puffer (phosphate
buffered saline) mit einem pH von 7,6 schon weitgehend. Nach Waschschritten ist die leere
Kavitit jedoch von unkontrollierter Austrocknung bedroht. Daher ist der Zusatz von Tensiden
wie Tween 20 fiir Waschfliissigkeiten notwendig. Sie bilden eine wasserhaltige "Schutz-
schicht" iiber den Antikorpern. Zudem 16sen Tenside weitgehend alle locker (d.h. in der
Regel unspezifisch gebundenen) Reagenzien von der Wand ab. Dies senkt den unspezifischen
Untergrund des Signals erheblich und relativiert Probleme mit einem "Bluten" der immobili-
sierten Reagenzien.

Die Konzentration des Chromogens erscheint relativ unkritisch und wird hauptsachlich durch
dessen Loslichkeit limitiert. Dagegen erfordert die Einstellung der "richtigen" Wasserstoff-
peroxidkonzentration eine sorgféltige Abwéigung. H,O, ist nicht nur Substrat, sondern auch
ein starker (irreversibler) Inhibitor der Meerrettichperoxidase. Die mit H,0, gebildete
Oxyperoxidase (compound III) ist enzymatisch inaktiv [88]. Die Geschwindigkeit der Produk-
tion von compound III wird in erster Linie von der Wasserstoffperoxidkonzentration be-
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stimmt. Das bedeutet, daB hohere H,0,-Konzentrationen zwar eine hohere Reaktionsge-
schwindigkeit der Farbstoffproduktion bedeutet, daBl aber die Desaktivierung der Peroxidase
auch schneller voranschreitet. Vergleicht man Messungen der Peroxidaseaktivitit unter
verschiedenen Bedingungen, so ist unbedingt darauf zu achten, daB identische Reaktionszeiten
angewandt werden, auch identisch im Bezug auf die im Test gewiinschte Entwicklungszeit.
Das Optimum der Wasserstoffperoxidkonzentration gilt also nur fiir diese bestimmte Reak-
tionszeit. Durch "kinetische" Messung wahrend der Entwicklungszeit kann die zunehmende
Desaktivierung der Peroxidase gut verfolgt werden. Eine weitere Verlingerung der Ent-
wicklungszeit nach der Desaktivierung der POD ist nicht sinnvoll, da nur noch der un-
spezifische Anteil der Farbstoffbildung zunimmt.

Tetramethylbenzidin ist ein relativ neues Substrat fiir die Bestimmung von Peroxidase. Es
wurde gezielt aus toxikologischen Erwdgungen synthetisiert, um ein nichtkanzerogenes
Benzidinderivat zu erhalten. Die vollstindige ortho-Methylierung scheint offensichtlich zur
toxikologischen "Entscharfung" gefiihrt zu haben. Bisher sind keine bedenklichen Befunde
bekannt geworden [124]. So ist TMB im Ames-Test im Gegensatz zu allen anderen iib-
lichen Benzidinderivaten negativ [125]. Die enzymkatalysierte Oxidation von TMB liefert
einen blauen Charge-Transfer-Komplex, der aus TMB und dem korrespondierenden Diimin
besteht [126]. Dieser Komplex steht im Gleichgewicht mit dem Radikalkation. UberschuB
an H,0, liefert das gelbe Diimin, das auch bei Zugabe von Sdure aus dem Charge-Transfer-
Komplex freigesetzt wird. Diese Reaktion wird beim Abstoppen der "Entwicklung" im
ELISA ausgenutzt, da das Diimin einen hoheren Absorptionskoeffizient besitzt als der
Komplex.

Obwohl die Aktivitit von Peroxidase oft in "Units" [U/mg] angegeben wird, die sich auf das
Substrat ABTS beziehen, sollte daraus nicht der SchluB gezogen werden, daf dies das "beste"
Substrat fiir Meerrettichperoxidase darstellen wiirde. Abgesehen von diversen Nachteilen im
Umgang mit dem ABTS-System kann festgestellt werden, da TMB hohere Signale ergibt
als andere getestete Substrate. Es zeigt sich auch im kommerziellen Bereich, da8 sich aus den
genannten Griinden TMB immer stirker durchsetzt. TMB wird in Puffern (Citrat, Acetat,
Phosphat) eingesetzt, die einen relativ niedrigen pH-Wert (3.7 bis 6) haben. Dies entspricht
dem pH-Optimum der Meerrettichperoxidase und kommt auch der Loslichkeit des TMBs
entgegen. Problematisch erscheint aber die beschleunigte Denaturierung der Peroxidase in
sauren Puffern. Daher muB ein Kompromifl zwischen Enzymaktivitit und Enzymstabilitdt
gesucht werden.

Das Beschichten (Coaten) der Mikrotiterplatten mit Antikdrpern (bzw. Antigen) wird in der
Regel in einem basischen Puffer (Carbonat, pH 9.6) durchgefiihrt. Dies fithrt zu einer
zuverldssigen Adsorption, auch bei niedrigen Coating-Konzentrationen. Diese Methode hat
aber ihre Schwichen: So fithrt sowohl der hohe pH-Wert als auch die Adsorption an der
Mikrotiterplatte zu einer starken Minderung der Anzahl der funktionellen Bindungsstellen,
was summarisch als Denaturierung beschrieben werden konnte. Eine Vorbeschichtung mit
anti-Maus-IgG- (bzw. anti-Kaninchen-IgG-) Antikorpern ist bei empfindlichen Antikdrpern
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vorteilhaft. Hier wird sowohl der basische Coating-Puffer, als auch die direkte Adsorption
an der Kunststoffoberfliche vermieden.

8 Messung und Auswertung

In ELISAs (sieche Abb. 1), die auf chromogenen Substraten basieren, kann der Verlauf der
Farbstoffentwicklung sehr einfach visuell verfolgt werden. Es sind kaum Optimierungsschritte
erforderlich, da die Entwicklungszeit flexibel an die schon vorhandene Farbstoffmenge
angepalt werden kann. Im Prinzip wird im ELISA eine immunologische Reaktion auf eine
Aktivititsbestimmung eines Enzyms zuriickgefiihrt. Diese kann auf zwei prinzipiell unter-
schiedliche Weisen durchgefiihrt werden: 1. Eine Endpunktbestimmung und 2. eine kinetische
Messung. Bei der Endpunktbestimmung wird nur ein MeBpunkt ermittelt, der durch photome-
trische Messung am Ende einer lingeren Entwicklungszeit erhalten wird. Ob vorher die
enzymatische Reaktion durch ein spezielles Reagenz (z.B. Schwefelsiure) abgestoppt wird
oder nicht, ist hierbei nicht entscheidend.

Bei einer kinetischen Messung einer Enzymaktivitit wird sofort nach Zugabe der Substrat-
16sung in regelmaBigen Abstinden die Absorption der Losung ermittelt. Durch lineare
Regression eines Teils der Absorptions/Zeit-Kurve erhdlt man fiir jede Kavitit eine Steigung,
die proportional der Enzymaktivitit bzw. -menge ist.

In der Praxis hat sich gezeigt, daf die Messung der Absorption nicht fehlerbestimmend und
daher unkritisch ist. Die moglicherweise hohere Prazision der kinetischen Messung schldgt
sich daher nicht auf die Prézision des Endergebnisses nieder. Es sind eher praktische Griinde
die fiir oder gegen eine bestimmte Methode sprechen: Bei Tetramethylbenzidin als Substrat
hat der abgestoppte Farbstoff (gelb) einen hdheren Absorptionskoeffizienten als der primar
produzierte (blau), daher ist in diesem Fall eine Endpunktsbestimmung angebracht. Auch die
wesentlich geringeren Rohdatenmengen, die einfachere Datenverarbeitung, iibersichtlichere
Datendarstellung und die kurze MeBzeit, die bei Gerdteengpéssen auch zeitlich aufgeschoben
werden kann, sprechen fiir die Endpunkt-Methode mit Abstoppen. Dagegen sind mit der
kinetischen Messung unter bestimmten Bedingungen aussagekriftigere Mewerte zu erwarten.
So kann der zeitliche Verlauf der Absorption genau verfolgt werden, die Auswertung kann
sich auf den linearen Teil der Kinetik beschrinken und daher Verzerrungen durch partiell
nichtlineare Enzymkinetiken vermeiden helfen. Es kann auch noch nachtréglich die optimale
Auswertung gesucht werden. Dagegen muB man sich bei der Endpunktsbestimmung auf einen
(irreversiblen) Zeitpunkt des Abstoppens festlegen, der oft nur einen Kompromif darstelit.

Ein Vorteil der Methoden ohne Abstoppen ist der Wegfall eines Pipettierschritts. Grob konnte
man die Gewichtung so vornehmen, daB Routinemessungen am besten mit der Endpunkts-
methode durchgefiihrt werden sollten. Messungen, bei denen hohe Anspriiche an die Aus-
wertung der Daten gestellt werden und bei denen entsprechende Geritekapazitit (Photometer
und Rechner) vorhanden ist, sollten mit der anspruchsvolleren kinetischen Methode durch-
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gefiihrt werden. Sie liefert auch zusétzliche Informationen iiber den Verlauf der enzymati-
schen Reaktion. Dies kann zu zusitzlicher Diagnostik iiber den storungsfreien Verlauf eines
ELISAs herangezogen werden, was die Sicherheit eines immunologisch erhaltenen Ergeb-
nisses noch weiter erhéhen kann.

Fiir die quantitative Auswertung von ELISA-Daten [127] reicht es nicht aus, nur einzelne
Absorptionsdaten zu vergleichen. In diesen Féllen muf} eine Eichkurve (Kalibration) erstellt
werden. Die Aufteilung einer Mikrotiterplatte in Eichwerte und Proben sollte nach stati-
stischen Gesichtspunkten erfolgen [128].

ELISAs zeigen eine fiir viele Anwender ungewohnte Form der Eichkurve: In semilogarith-
mischen Auftragungen erhdlt man grundsitzlich sigmoidale Kurven. Dies ist durch den
kompetitiven Mechanismus bedingt. Diese Form erscheint oft als nachteilig und kann mit
mathematischen Linearisierungmethoden scheinbar beseitigt werden [129]. Hierbei wird
jedoch der heteroskedastische Charakter des MeBfehlers oft ignoriert [130]. Da der
Fehler mittransformiert wird, erhdlt man Vertrauensbereiche vollig unerwarteter Gestalt
[131]. Linearisierte Eichkurven, die hdufigste Methode wird als "Logit/Log" bezeichnet,
verleiten den ungeiibten Anwender zur Extrapolation in Bereiche unterhalb der Nachweis-
grenze (Der Logit-Plot wurde 1944 von BERKSON [132] eingefiihrt). Auch ist mit Logit-
Log-Auftragung oft nur partiell erfolgreich eine Eichgerade zu erreichen: Héufig bleibt eine
signifikante Kriimmung {ibrig [49], deren Beseitigung den Fehler der Eichkurve unnétig
vergrofiert. Es wurde sogar vorgeschlagen, nicht die Auswertung zu verbessern, sondern die
Testbedingungen so lange zu variieren, bis sie in das verwendete Modell passen [133].
Linearisierungen werden zudem héufig mit ungeeigneten Regressionsverfahren gekoppelt.
Linearisierte Daten erfordern in der Regel eine ausgeprigte Gewichtung der Eichpunkte
[134]. Wird dies unterlassen, so erfolgt eine Anpassung an statistisch "verzerrte" Werte
[135]. Den Rohdaten besser angepaBt sind Verfahren, die eine nichtlineare Regression
der Eichkurve durchfithren. Sie sind zwar eindeutig aufwendiger beziiglich des Rechen-
aufwands, dies kann aber in einer Zeit allgemein verfiigbarer Personal-Computer nicht mehr
als Einschrankung gelten.

Eine sehr vielseitige, semiempirische Gleichung zur Auswertung von sigmoidalen Eichkurven
wurde 1974 von RODBARD (zit. in [136]) eingefiihrt. Sie ist als 4-parametrige (logisti-
sche) Gleichung bekannt und hat gut interpretierbare Parameter. Sie setzt eine sigmoidale
Kurvenform voraus und gleicht dadurch kleine MefBfehler sehr zuverldssig aus. Reine Spline-
Verfahren sind in dieser Hinsicht deutlich unterlegen: Sie fiihren oft zu nicht monotonen
Funktionen, die als Eichkurven kaum tauglich sind. Eine Gruppe anerkannter Experten hat
auf Anregung der Internationalen Atomenergiebehdérde (IAEA) Empfehlungen zur Aus-
wertung von Immunoassay-Daten verdffentlicht [136]. In diesem Papier wird die 4-para-
metrige Gleichung ausdriicklich als gut geeignet bezeichnet’. Dagegen werden Linearisierun-

7 "The four-parameter logistic curve appears to be the most generally useful and

versatile model that will satisfy the above requirements, ..."
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gen (wie z.B. Logit/Log) als nicht mehr sinnvoll angesehen. Viele Fragen zu den Themen
Vertrauensbereich, Prizisionsprofile [137], Qualititskontrolle u.a. werden in dem o.g.
Papier diskutiert.

Die fiir die meisten Eichkurven-Auswertungen verwendete 4-parametrige Gleichung lautet:

4-D) D
1 X B] (GL 7
(3

Konzentration des Analyten [ug/L]
Absorption (450 nm)

Maximale Absorption (Obere Asymptote)
Minimale Absorption (Untere Asymptote)
Testmittelpunkt (50%-Wert) [ug/L]
Steigungsparameter

Y:

waOoO» <X

Die Kurven in dieser Arbeit wurden auf die folgende Weise normiert:

YNzu.lo(): 1 - 100
A-D (Gl. 8)

Yy entspricht ungeféhr der konventionellen Definition von B/By,, die Eichkurven werden aber
zu konvergentem Verhalten bei [Analyt] - 0 oder [Analyt] - o gezwungen. Diese Normie-
rung hat den entscheidenden Vorteil, dafl im Vergleich zu B/B, weder ein echter Nullwert
(bei kompetitiven Tests mit einem relativ groBen Fehler behaftet) noch ein Uberschufwert
(wegen Loslichkeitsproblemen oft schlecht zugdnglich) notwendig ist.
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Fiir asymmetrische Eichkurven kann die 4-parametrige logistische Kurve zu einer 5-para-
metrigen Funktion erweitert werden (zit. in [138]):

Y - (A - D) + D
B|Y (GL. 9)
1+£
C

In dieser Arbeit wurde ansatzweise versucht, robuste statistische Methoden [139]
[140][141] zu verwenden: In ELISAs treten z.B. durch Pipettierfehler einzelne krasse
Abweichungen vom erwarteten Mefiwert auf. Diese "klassischen" Ausreifier lassen sich
jedoch nur sehr schwer statistisch sauber detektieren [142], besonders wenn nur wenige
Replikate vorliegen, was in Routinemessungen die Regel ist. Das Problem der Ausreifier
kann leicht entschédrft werden, wenn robuste Statistik angewandt wird. Statt den {iblichen
arithmetischen Mittelwert z.B. dreier Replikate zu verwenden, wurde der Median (Zentral-
wert) gebildet. Dieser Mittelwert ist vollig unempfindlich gegen die Anwesenheit von
einzelnen Ausreifiern. Eine Eliminierung bzw. Korrektur ist also iiberfliissig. Erst die
Mediane wurden einer nicht-linearen Regression unterworfen [143][144]. Ausreifler
haben im Normalfall keinen signifikanten Einfluf auf die Eichkurve - nur die Fehlerbalken
zeigen die UnregelmaBigkeit an.

9 Triazinherbizide

Anfang der fiinfziger Jahre waren in erster Linie Phenole und Kresole, Trichloressigsiure,
2,4-D und MCPA als organische Herbizide bekannt [145]. Auch Maleinsiurehydrazid
und Aminotriazol hatten eine gewisse Bedeutung. In einigen Laboratorien wurde ein Arbeits-
hypothese verfolgt, die als "Harnstoff-Triazin-Analogie" bezeichnet wird. Sowohl auf dem
pharmazeutischen Sektor, als auch im Bereich der Farbstoffchemie wurden dhnliche Eigen-
schaften gefunden, wenn man das Harnstoff-Grundgeriist durch ein Triazin-Geriist ersetzte.
Triazin-Analoga der bisher bekannten herbiziden Harnstoffe (z.B. CMU oder Monuron
[146]) waren jedoch nicht wirksam.

Dagegen waren weitergehende Abwandlungen erfolgreich: 1952 fanden GAST, GYSIN und
KNUSLI [147][148] bei der J.R. Geigy AG (Basel), daB das Triazinderivat Chlorazin
wachstumshemmende Eigenschaften auf Pflanzen hat. Bei weiteren Untersuchungen [149]
wurde u.a. das Simazin (siche Abb. 5) entdeckt, das wesentlich verbesserte herbizide
Eigenschaften aufwies. Umfangreiche Studien zur Ermittlung einer optimalen Struktur fiihrten
zur Entdeckung zahlloser Triazinherbizide [150] (meist mit Alkylamino-, Chlor-, Thio-
methyl- oder Methoxy-Substituenten) mit teilweise recht unterschiedlichem Wirkungsspek-
trum. 1958 [151] wurde dann erstmals das Herbizid Atrazin (sieche Abb. 5) unter dem
Handelsnamen "Gesaprim" [152] auf den Markt gebracht. Das Patent der Ciba-Geigy AG
lief in den siebziger Jahren aus: Atrazin wird nun weltweit von mindestens 10 verschiedenen
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Firmen produziert. Dieses Mittel, das vorwiegend zur Unkrautbekimpfung in Mais [153]
eingesetzt wird, war ein entscheidender Durchbruch auf dem Weg zu selektiv wirkenden
Herbiziden.

Der enorme wirtschaftliche Erfolg dieses und einiger dhnlicher Préaparate hatte jedoch auch
zur Folge, daB sich zunehmend Triazin-Spuren in verschiedenen Umweltkompartimenten
nachweisen lieBen [154]. Auch Metaboliten [155]-[157], die Hydroxyderivate und partiell oder
total desalkylierte Produkte umfassen, werden hdufig gefunden. Diese Probleme fiihrten zu
Bemiihungen, die Analytik von Triazin-Herbiziden entscheidend zu verbessern. Besonders
die Novellierung der Trinkwasserverordnung in der Bundesrepublik Deutschland im Jahre
1989 fiihrte zu einem enormen Bedarf an hochempfindlichen und praxisgerechten Analysen-
methoden. Obwohl in Deutschland Atrazin keine Verldngerung der Zulassung erhalten hat,
ist damit das Thema Triazine nicht zu einem Abschlufl ggkommen. Verwandte Stoffe wie das
Terbuthylazin scheinen die Rolle des Atrazins einzunehmen.

Mechanistisch gesehen gehoren Triazinherbizide in die Gruppe der Hemmstoffe des Photo-
systems II (PS II). Die letale Wirkung von einigen Triazinderivaten auf Pflanzen geht
demnach auf eine Unterbrechung der Lichtreaktion der Photosynthese zuriick. Im Zusammen-
hang mit den mit einem Nobelpreis ausgezeichneten Arbeiten iiber die raumliche Struktur des
photosynthetischen Reaktionszentrums von Rhodopseudomonas viridis (einem Purpurbak-
terium) wurden Untersuchungen iiber die Bindungsstelle des Herbizids Terbutryn angestellt
[158][159]. Heute ist klar, daB Triazin-Herbizide als Analoga von Chinonen wirken, die in
der Elektronentransportkette des PS II lokalisiert sind. Triazin-Herbizide und andere Photo-
synthesehemmer verdriangen die redoxaktiven Plastochinone (Qg) aus ihren Bindungsplitzen
und nehmen ihre Position ein - ohne jedoch funktionell zu sein. Es wird vermutet, da§ nicht
die reine Blockierung des Elektronentransports zu den beobachteten toxischen Effekten in
Pflanzen fiihrt, sondern daf} ein Reparaturmechanismus des Reaktionszentrums gestdrt wird.
Hierdurch wiirde das Photosynthesesystem an zentraler Stelle lahmgelegt [160]. Andere
Hypothesen gehen von einer Zerstdrungswirkung durch vermehrt produzierte Radikale aus.

Die Struktur von Triazinherbiziden ist eine etwas detailliertere Beschreibung wert. Die
iibliche Strukturformel enthilt nicht alle Informationen, die Triazine strukturell charak-
terisieren. So sind die beiden Alkylamin-Substituenten nur sehr wenig basisch und nucleophil,
da die freien Elektronenpaare mesomeriestabilisiert sind. Die Stickstoffatome der Substituen-
ten tragen positive Partialladungen. Besonders interessant ist der partielle Doppelbindungs-
charakter der Substituenten (Abb. 6). Dies gibt einen Hinweis, daf Triazinherbizide teilweise
rotationsgehinderte Substituenten tragen, wobei unter bestimmten Bedingungen das Auftreten
von Diastereomeren (beim Atrazin z.B. 4) moglich wire. Welche Konformation tatséchlich
energetisch begiinstigt ist, kann ohne gezielte Untersuchungen nicht unterschieden werden.
DaB derartige Informationen fiir die immunologische Beurteilung von Analyten und deren
Derivate sehr aufschlufireich sein kdnnen, ist offensichtlich. Fiir einen Antikdrper stellen
Isomere oder auch Enantiomere meistens vollig undhnliche Verbindungen dar [9].
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Abb. 5: Triazinherbizide, Metaboliten und andere Derivate. 1 Atrazin, 2 Terbuthylazin, 3 Simazin,
4 Terbutryn, 5 Propazin, 6 Ametryn, 7 Desisopropyl-Atrazin, 8 Desethyl-Atrazin, 9 Hydroxy-
Atrazin, 10 Cyanurchlorid, 11 i-Propylamino-dichlor-triazin, 12 Ametrynsulfoxid.

Doch nicht nur Mesomerie muf} bei Triazinen beachtet werden, auch Tautomerie tritt haufig
auf. So konnen nicht nur die Stickstoffatome der Substituenten protoniert werden, sondern
auch der Ringstickstoff (Abb. 7). Bei den Tautomeren sind gleichfalls Doppelbindungen zu
den Substituenten moglich, was die Rotation stark behindern diirfte. DaB diesen Tautomeren
Realitit zukommt, erkennt man, wenn man ein Kernresonanzspektrum eines Triazinherbizids
zu interpretieren versucht. In Tabelle 3 wurde nur der Teil des Spektrums® angegeben, der
die Wasserstoffatome im Heterobereich enthdlt. Die Summe der NH-Protonen betrigt 2.
Addiert man die Beitrdge der Ringprotonen und der Aminprotonen, so kann man aus dem
Verhiltnis, die relativen Konzentrationen der Spezies berechnen. Man erhilt in diesem Fall
62.6 % Stammverbindung und 37.4 % Ringtautomere (in Dg-DMSO). Analoge Beobachtun-
gen kann man bei protonenentkoppelten 13C-NMR—Spektren machen, bei denen insbesondere
im Ring-Kohlenstoff-Bereich (ca. 165 ppm) starke Aufspaltungen sichtbar sind (mindestens
6 Peaks statt 3), die wahrscheinlich auf die ringprotonierten Spezies zuriickzufiihren sind.

8 Frau P. Ulrich sei fiir die Uberlassung des NMR-Spektrums (270 MHz) gedankt.
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Abb. 6: Mesomeriestabilisierung des Atrazins.
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Abb. 7: Tautomere des Atrazins (Auswahl). Es kinnen alle Ringstickstoffatome in protonierter Form

vorliegen.
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Tabelle 3: 1H—NMR-Spektrum von Terbuthylazin (Peaks von 7-8 ppm).

Verschiebung [ppm] | Multiplizitit Integral [%] | Interpretation
7.82 Triplett 106.6 Ethylamin-NH
7.63 Singulett (breit) 16.2 Ring-NH

7.52 Singulett 100.0 Isopropylamin-NH
7.35 Singulett (?) 20.4 Ring-NH

7.28 Singulett (?7) 10.85 Ring-NH

10 Immunoassays in der Medizin

Die urspriingliche Doméne der Anwendung von Immunoassays ist zweifellos die medizinische
Diagnostik [161]. Schon 1977 wurden bei einer Marktiibersicht [162] fiir Radio-
immunoassays (RIA) 300 Tests fiir 62 verschiedene klinische Parameter aufgefiihrt. Be-
trachtet man die inhdrenten Stirken von Immunoassays, so liegen sie insbesondere im Bereich
der groBen Molekiile, der hydrophilen, thermisch labilen und schwer extrahierbaren Sub-
stanzen in komplexen Matrices, die auf andere Weise nur miithsam oder gar nicht analysierbar
sind. Prinzipiell kann jedoch fiir fast jede denkbare Verbindung ein Immunoassay hergestellt
werden. Die Bestimmung von Viren, Bakterien und anderen Mikroorganismen kann auf
klassisch analytische Weise nur auf sehr unvollkommene Weise erfolgen. Dagegen bieten
Antikorper mit ihrer natiirlichen Fahigkeit auf charakteristischen Oberflidchenprofilen selektiv
zu binden einen direkten Ansatz, Mikroorganismen in sehr niedrigen Konzentrationen schnell
zu identifizieren. Oft werden nicht die Erreger selbst nachgewiesen, sondern die im Kérper
des Patienten vorhandenen Antikorper.

Im klinischen Sektor hat die Bestimmung von Peptid-, Steroid- und Schilddriisen-Hormonen [163]
einen besonderen Stellenwert. Die Abweichung von "Normbereichen" gilt als wichtiger
Indikator zur Diagnose unterschiedlichster Krankheiten. Daher hat sich die Untersuchung des
Serumspiegels verschiedener Hormone zu Routinemethoden entwickelt. Die sog. Schwanger-
schaftstests [164], die teilweise auch von Laien durchgefiihrt werden konnen, basieren
auf dem Nachweis des Schwangerschaftshormons HCG im Urin.

Ein gleichfalls wichtiger klinischer Anwendungsbereich ist die Kontrolle der Konzentration
von pharmazeutischen Préparaten und deren Metaboliten im Blut. Bei einigen Medikamenten
ist der Abstand zwischen wirksamer und toxischer Dosis relativ klein: Hier ist eine laufende
Kontrolle des Serumspiegels zur Einstellung der richtigen Konzentration indiziert [165].
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Proteingemische lassen sich chromatographisch zwar oft auftrennen, die Identifizierung der
in zahllosen Variationen auftretenden Molekiile ist jedoch eine schwierige Angelegenheit. Da
die Immunisierung mit Proteinen in der Regel problemlos gute Antiseren bzw. Antikérper
ergibt, konnen Proteine mit immunchemischen Methoden auch in Gemischen leicht detektiert
und quantifiziert werden. Proteine sind nicht nur von der Immunisierung her giinstige
Analyten, die hohe Molmasse erleichtert auch in anderen Aspekten die Entwicklung von
Immunoassays: So ermdglichen hohe Affinititskonstanten und die Anwesenheit mehrerer
unterschiedlicher Epitope die Anwendung vieler Inmunoassay-Varianten, die bei Haptenen
nicht oder nur sehr beschrinkt eingesetzt werden konnen. Bei diesen Anwendungen bieten
sich besonders nicht-kompetitive Verfahren an.

11 Immunoassays in der Umweltanalytik

1968 wurde erstmalig von der Herstellung von Antikdrpern gegen Insektizid-Konjugate
(Parathion) berichtet [166]. 1970 publizierte CENTENO [167] eine Arbeit iiber DDT-
und Malathion-Antikorper. Der erste Immunoassay fiir die Bestimmung von Pestiziden
(Dieldrin, Aldrin) wurde jedoch erst 1975 von LANGONE und VAN VUNAKIS vorgestellt
[168]. In der Folge wurden in unregelmiBigen Abstinden gegen weitere Umweltkontami-
nanten Immunoassays aufgebaut [169]. Doch erst in den letzten 5 Jahren hat sich die
Geschwindigkeit der Entwicklung merklich beschleunigt. Es sind heute schon eine groBere
Anzahl an Pestizid-ELISAs kommerziell verfiigbar, auch wenn die Qualitdt dieser Produkte
oft noch Wiinsche offen 14Bt. In der Umweltanalytik [170][171] oder Riickstandsanalytik
[172] werden an Immunoassays andere Anspriiche gestellt im Vergleich zu klinischen
Anwendungen. So sind in der Umweltanalytik in der Regel quantitative Ergebnisse gefordert,
die auch statistischen Kriterien entsprechen sollen. Die Empfindlichkeit muf bis zu physiko-
chemischen Grenzen optimiert werden, um Ultraspuren quantifizieren zu konnen. Auch haben
die Analyten in der Regel eine niedrige Molmasse, was die Entwicklung sensitiver Immuno-
assays erschwert.

Trotz dieser oft atypischen Anforderungsprofile konnten ELISAs fiir die Bestimmung von
Umweltchemikalien hergestellt werden, die klassische analytische Methoden in puncto
Sensitivitit, Geschwindigkeit und Kosten weit in den Schatten stellen. Doch auch andere
Vorziige von Immunoassays kommen in der Umweltanalytik zum Tragen: So kann mit nur
100 uL Probe eine analytische Bestimmung im Ultraspurenbereich mittels ELISA durch-
gefiihrt werden. Fiir chromatographische Methoden sind mindestens 1000-10.000fach hohere
Probenmengen erforderlich. Diese Unterschiede sind z.B. fiir die direkte Bestimmung von
Atrazin im Nebel [173] bzw. im Niederschlagswasser [174] von entscheidender Bedeutung.
Auch Studien zur Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von Pestiziden konnen vorteilhaft
mit Immunoassays durchgefiihrt werden [175]. Zudem koénnen Immunoassay so optimiert
werden, daB eine schnelle quasi-on-line-Analytik mdglich wird. Im Gegensatz zu klassischen
Methoden, die langwierige Anreicherungs- und Cleanup-Schritte erfordern, kann ein
Immunoassay fast ohne Vorbereitung in 30 Minuten die Resultate von z.B. 50 Proben liefern.



30

Dies zeigt auch die Vorteile der Parallelverarbeitung vieler Proben: So kann der
Probendurchsatz im Routinelabor leicht zwei GroBenordnungen hdher liegen verglichen mit
einer gaschromatographischen Methode. Nur so lassen sich mit vertretbarem finanziellem
Aufwand hiufige Kontrollmessungen bzw. Screening-Projekte [176] durchfiihren.

Nachteilig an Immunoassays ist das Problem der Kreuzreaktionen. Bei Durchfiihrung eines
einzelnen Immuntests kdnnen nur Aquivalente bestimmt werden. Die chemische Identifizie-
rung einer Substanz fehlt primdr und kann nur durch zusétzliche Information iiber die
betreffende Probe erhalten werden. Dieser Nachteil kann jedoch mittels ELISA-Kombinatio-
nen ausgeglichen werden. Auch liefert ein Immunoassay immer nur einen MeBwert pro Test:
Eine Multianalytfahigkeit ist im Gegensatz zu chromatographischen Verfahren nicht vorhan-
den. Bisher ist allen Immunoassays der hohe Aufwand bei der Entwicklung gemeinsam. Fiir
monoklonale Antikorper gilt dies in besonderem Mafie. Daher sind Immunoassays nicht fiir
sich rasch dndernde Analysenaufgaben geeignet, falls noch keine kommerziellen Tests
erhiltlich sein sollten. Die hohen Investitionen fiir Immunoassays werden daher eher fiir
lingerfristige Problemstellungen eingesetzt. Auch hohe Probenzahlen machen einen Immuno-
assay gegeniiber klassischen Verfahren interessant.

Gesetzliche MaBnahmen zur Verhinderung von Grundwasserverunreinigungen sind hdufig mit
einem hohen Vollzugsdefizit behaftet. Die Durchsetzung gesetzlicher Regelungen kann
augenscheinlich nur mit einem ausreichenden MaB an Kontrolle aufrecht erhalten werden.
Zieht man fiir diesen Zweck klassische analytische Methoden in Betracht, so wird man
feststellen, daB eine flichendeckende Kontrolle astronomische Kosten verursachen wiirde.
Immunoassays sind dagegen preiswert und schnell: Sie eignen sich besonders zur laufenden
Kontrolle von Trinkwasserbrunnen oder landwirtschaftlich genutzten Boden [176].

Trotz der in einer groBen Anzahl entwickelten Pestizid-Immunoassays [177]-[180] ist heute
immer noch die schlechte kommerzielle Verfiigbarkeit von Immunoassays limitierend fiir die
praktische Anwendung. So wurden bei einer kiirzlich verdffentlichten Marktiibersicht [181]
nur 18 unterschiedliche Kits fiir 9 Substanzen angeboten. Der Vergleich mit der
Marktiibersicht im Abschnitt "Immunoassays in der Medizin" zeigt die augenblickliche
Situation iiberdeutlich.
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12 Triazin-Immunoassays

Die Anzahl der Publikationen auf dem Sektor der Immunoassays, die Triazin-Herbizide
nachweisen konnen, ist jetzt schon auf eine stattliche Zahl angewachsen [47][182]-[208].

Daher ist die Entscheidung, Hapten-Immunoassays speziell am Beispiel von Triazin-Herbizi-
den zu untersuchen, nicht nur auf die synthetisch gut zuganglichen Derivate, sondern auch
auf die zahlreichen Vergleichsmdglichkeiten mit schon existierenden Tests zuriickzufiihren.
Gerade die teilweise von Zufillen beherrschte Gewinnung von Antikorpern konnte nur
sinnvoll diskutiert werden, weil eine verhdltnismiflig grofe Anzahl unterschiedlichster
Antikorper (sowohl polyklonal, als auch monoklonal) zur Verfiigung stand. Ahnliche Unter-
suchungen sind aus diesem Grund bei anderen Stoffklassen momentan kaum durchfiihrbar.

Die Qualitit von Triazin-ELISAs scheint jedoch eher zu stagnieren. Eine Hauptfragestellung,
die in dieser Arbeit beantwortet werden sollte, konnte man folgendermafien formulieren:

Welche Parameter beeinflussen die Sensitivitit und Selektivitit von Triazin-ELISAs und wie
kann man gezielt optimale Eigenschaften erreichen? In diesem Zusammenhang interessiert
natiirlich besonders der "Stand der Technik", der sich am besten aus einer Zusammenstellung
der aus der Literatur angegebenen Test-Charakteristika ersehen 148t (Tabelle 4).

Es wurden nur Triazin-Immunoassays in die Liste aufgenommen, fiir die allgemein zugéng-
liche wissenschaftliche Literatur vorliegt. Kommerzielle Tests, die oft schlecht charakterisiert
sind und bei denen die Struktur bzw. Zusammensetzung der Komponenten geheimgehalten
wird, wurden in der Regel nicht aufgefiihrt, da sie keine sinnvollen Riickschliisse zulassen.

Bedauerlicherweise sind fiir die aufgefiihrten Antikorper keine (verldBlichen) Affinititskon-
stanten publiziert worden. Die von den betreffenden Autoren angegebenen Nachweisgrenzen
konnen nur als grober Anhaltspunkt dienen, da verschiedene Definitionen verwendet wurden.
Zudem sind die Tests wahrscheinlich unterschiedlich gut optimiert.

Die hier vorliegende Arbeit beinhaltet keine Daten zum Thema Applikation bzw. Verifi-
zierung. Der Leser sei auf die zitierten Originalarbeiten verwiesen. Bei den meisten Publika-
tionen sind auch Teile enthalten, die sich der Validierung der Tests widmen. Zusitzlich sind
jedoch auch Arbeiten erschienen, deren Hauptanliegen der Vergleich von Immunoassays mit
bewihrten Standardmethoden (GC, GC-MS, HPLC) oder die Diskussion iiber Fehlermoglich-
keiten ist [209]-[213].
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Tabelle 4: Vergleich der bisher publizierten Triazin-Immunoassays.

Analyt NG! [pg/L] Typ2 AK-Nr.3 Hapten fir Immunisierung

Atrazin 1.14 K-pAK AKI | - Ametrynsulfoxid [182]
Terbutryn 25 K-pAK AKI - Ametrynsulfoxid [183]
Terbutryn 0.1 K-pAK AKI | - Ametrynsulfoxid [184]
Atrazin 0.1 K-pAK AKI - Hapten unbekannt [185]
Atrazin 0.05 mAK HI 4063-21-1 Cs-Spacer (i-Pr/CI/CS) [187]
Hydroxyatrazin | 0.1 mAK HI 4009-85-3 Cs-Spacer (i-Pr/OH/CS) [187]
Hydroxyatrazin | 0.05 mAK HI 4009-77-20 | Cs-Spacer (i-Pr/OH/CS) [187]
Atrazin 0.1 K-pAK HI rabbit 3 Cg-Spacer (i-Pr/C1/C6) [186]
Atrazin 0.1 K-pAK AKI | C2 Cg-Spacer (i-Pr/C1/C6) [194]
Atrazin < 0.01 K-pAK AKI C193 Cg-Spacer (i-Pr/Cl/C6) [194]
Desethylatrazin | 0.01 K-pAK AKI | C10 Cg-Spacer (H/C1/C6) [195]
Atrazin 0.1 K-pAK AKI | AK 20 Ametrynsulfoxid [192]
Atrazin 0.03 S-pAK AKI S84 Cg-Spacer (i-Pr/Cl/C6) [196]
Terbutryn 0.1 mAK AKI K1F4 Ametrynsulfoxid [201]
Prometryn 0.3 mAK AKI K1A11 Ametrynsulfoxid [201]
Aziprotryn 1 mAK AKI C3KS5 ohne Spacer (i-Pr/Cl/Cl) [201]
Terbuthylazin 0.14 mAK AKI P6A7 ohne Spacer (i-Pr/Cl/Cl) [47]
Atrazin 0.05 K-pAK AKI - Hapten unbekannt [208]
Atrazin ca. 3.3 K-pAK AKI | 194 C5-Spacer (i-Pr/Et/3MPS) | [206]
Atrazin ca. 2.0° K-pAK AKI | 357 Cg-Spacer (i-Pr/C1/C6) [206]
Atrazin 0.03 mAK AKI AM7B2.1 C;-Spacer (i-Pr/Et/3MPS) | [207]
Atrazin ca. 2.6° mAK AKI AMS5D1.1 C;-Spacer (i-Pr/Et/3MPS) | [206]

1 Nachweisgrenze; die Werte wurden den angegebenen Publikationen entnommen und sind aufgrund
unterschiedlicher Definitionen nur begrenzt vergleichbar.

2 Antikorper: mAK (Maus, monoklonal), K-pAK (Kaninchen, polyklonal), S-pAK (Schaf, polyklonal),
Test-Konfiguration: AKI (Antikdrper-Immobilisierung), HI (Hapten-Immobilisierung).

3 Antikorper-Nummer, interne Bezeichnungen

4 In dieser Arbeit werden fiir bestimmte Konfigurationen Nachweisgrenzen von 0.00011 pug/L (110 pg/L)
angegeben. Diese Werte sind kaum nachzuvollziehen.

5 Abgeschitzt aus NG=0.1-C (Testmittelpunkt C)
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I1. THEORIE
1 Kinetik von Enzymimmunoassays
1.1  Allgemeines

Es ist erstaunlich, daB erst relativ wenige Versuche unternommen wurden, die Kinetik von
ELISAs quantitativ zu erfassen. Daher sollen einige Anmerkungen iiber den Sinn und Zweck
solcher Untersuchungen gemacht werden.

Zeitabhingige Schritte sind bei Immunoassays schon von friihester Zeit an bekannt. Doch
meist beschrankte man sich damit, qualitative Interpretationen vorzunehmen. Entsprechend
widerspriichlich und fiir den Einzelfall wenig aussagekriftig waren daher die Ergebnisse. Es
konnen jedoch nur giiltige SchluBfolgerungen gezogen werden, wenn das entsprechende
Datenmaterial vorliegt. Die bisher routinemiaBig eingesetzten Methoden sind nur schwerlich
geeignet, Immunoassays systematisch zu klassifizieren.

In vielen Arbeitsgruppen ist die Ansicht verbreitet, ein Immunoassay miisse empirisch
charakterisiert und optimiert werden. In einer frilhen Phase der Entwicklung einer Test-
methode mag das zwar noch angemessen sein, aber iiber 20 Jahre nach der Vorstellung der
ersten Enzymimmunoassays erscheint dies ein zu wenig leistungsfahiger Ansatz. Nur durch
die systematische Untersuchung siamtlicher Parameter, die einen Immunoassay beeinflussen
konnen, ist zu erwarten, daB die Entwicklung von Immunoassays endlich den Sprung von
einer vom Zufall geleiteten Suche zu einem gezielten Design machen kann. Der hohe
Arbeitsaufwand bei einer Neuentwicklung eines Tests kann nicht gerechtfertigt werden, wenn
man unzdhlige Male in Sackgassen gerdt. Es miissen Strategien gefunden werden, Immuno-
assays definierter Qualitit in begrenzter Zeit aufzubauen. Die schlechte Verfiigbarkeit, ein
Hauptmangel bei Immunoassays, ist zu einem groBen Teil darauf zuriickzufiihren, daB es ein
erhebliches finanzielles Risiko darstellt, in die Entwicklung eines Immunoassays zu investie-
ren. Aufgrund der unsicheren wissenschaftlichen Grundlagen héngt es in hohem Mafe vom
Zufall bzw. der Intuition des Forschers ab, ob der Test am Ende den Anforderungen der
Anwender entspricht.

Bei einem ELISA handelt es sich um eine Reaktion an einer Phasengrenze. Es existiert also
keine homogene Losung und es mufl mit Grenzflicheneffekten gerechnet werden. Daher sind
alle Angaben von Gleichgewichtskonstanten und kinetischen Konstanten als sog. "scheinbare"
Konstanten aufzufassen, die nicht zwangsldufig mit tblichen thermodynamischen oder
kinetischen Konstanten identisch sein miissen. So konnen z.B. durchaus diffusionslimitierte
Schritte in den Assoziationskonstanten enthalten sein, die in homogener Losung nicht auf-
treten miissen. Dies schmadlert jedoch den Wert solcher Untersuchungen nur marginal, da
vorldufig "nur" die Formal-Kinetik eines ELISAs moglichst umfassend beschrieben werden
soll. Die genauen Mechanismen, die diese Formalkinetik hervorrufen, miissen erst durch
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weitere Untersuchungen geklart werden. In Abb. 8 sind die wichtigsten Reaktionsgleichungen
und die Bezeichnungen der Konstanten definiert.

k;
Y + T | - YT

k_,

k, ;
Y + A | > YA

k_,
_— ky o [YT]
Tk, ' (Y] [T]
N _— [YA]
bk, YY) [A]

Abb. 8: Definitionen der wichtigsten kinetischen und thermodynamischen "Konstanten'. Y Anti-
kdrperkonzentration (monovalent), T Tracerkonzentration (monovalent), A Analytkonzentration,
k; Assoziationskonstante (Tracer), k_; Dissoziationskonstante (Tracer), k, Assoziationskonstante
(Analyt), k-2 Dissoziationskonstante (Analyt), Ky Gleichgewichtskonstante (Tracer), K, Gleich-
gewichtskonstante (Analyt).

1.2  Reaktionsordnungen

Es war nicht Ziel dieser Arbeit, die Reaktionsmechanismen einer Antikdrper/Antigen-
Reaktion im Detail zu untersuchen. Dies liegt wohl auch aufierhalb des Bereichs, der mit
einem begrenzten apparativen Aufwand bewdltigt werden kann. Die Beschreibung als Formal-
Kinetik kann trotzdem schon sehr hilfreich zur Erklirung vieler Effekte sein. Fiir den
stochiometrischen Ansatz wurde davon ausgegangen, daB Antikérper und Tracer nur eine
Bindungsstelle betitigen konnen, fiir die Analyten gilt dies zweifellos. Diese Vereinfachung
stellt m.E. keine wichtige Einschrankung fiir Hapten-Immunoassays dar. Die Ergebnisse,
auch die der Simulationen (sieche S. 76), lassen nicht darauf schlieBen, daf hier Probleme
aufgetreten sind.
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Der stochiometrische Ansatz wurde als Anhaltspunkt fiir die Ordnungen der Reaktionen
benutzt. Die Reaktionsordnung beziiglich des Analyten wurde in dieser Arbeit nicht iiber-
priift, da hierzu ein direktes Monitoring der Antikorper/Hapten-Reaktion notwendig ist.
Daten aus der Literatur [214] geben aber den Hinweis, da davon ausgegangen werden
kann, daf} die Reaktion des Analyten mit der Bindungsstelle pseudo-erster Ordnung ablauft
und die Riickreaktion einer Dissoziation erster Ordnung entspricht.

1.3  Dissoziationskonstanten

Die Dissoziationskonstante eines Antikorper-Tracer-Komplexes 148t sich verhéltnismaBig
einfach bestimmen. Hierzu kann man z.B. Waschversuche durchfiihren, bei denen vom
"Gleichgewicht" ausgehend, die Bulk-Phase plotzlich ausgetauscht wird und die Konzen-
tration des freien Tracers auf nahezu Null absinkt. Es sollte sich im einfachsten Fall eine
exponentielle Abnahme ergeben, die sich iiber die Halbwertszeit leicht charakterisieren 1aft.
Vorteilhaft an diesem Fall ist auch, daB eine Dissoziationskonstante in diesem Fall unab-
hiangig von der Konzentration des Komplexes ist.

Die Dissoziationskonstante des Antikdrper-Analyt-Komplexes ist wesentlich schwieriger zu
bestimmen, sollte nicht der seltene Fall vorliegen, in dem man die AntikOrper-Analyt-
Bindung direkt (z.B. durch Fluoreszenzldschung, Verschiebung von Absorptionsbanden u.d.)
verfolgen kann. Im allgemeinen Fall muf indirekt iiber die Konkurrenz mit dem Tracer auf
den momentan noch gebundenen Anteil des Analyten geschlossen werden. In der Praxis
treten zudem noch zeitliche Probleme auf, da der Zerfall eines Antikorper/Analyt-Komplexes
in wenigen Sekunden angeschlossen sein kann. Nur "langsamere" Antikorper, die jedoch
giinstigerweise oft zu den hochaffinen gehdren, kdnnen mit einer tiblichen Mikrotiterplatten-
Technologie vermessen werden.

1.4  Assoziationskonstanten

Assoziationskonstanten von Tracern mit AntikOrpern lassen sich problemlos messen -
vorausgesetzt man kennt die Konzentrationen der beteiligten Reaktanden. Bedauerlicherweise
ist dies fast nie der Fall. Konzentrationsmessungen werden auf S. 45 genauer diskutiert.
Abgesehen von diesem schwierigen Problem ist die Messung in einer Mikrotiterplatte leicht
moglich. Man pipettiert in definierten Zeitabstdnden Tracerlosung in die Kavititen, wischt
am Ende die gesamte Platte und entwickelt sie wie liblich. Die verschiedenen Inkubations-
zeiten entsprechen verschiedenen Reaktionsdauern. Es kann dann ein Plot Absorption gegen
Zeit aufgestellt werden (siehe S. 112 ff.). Aus der Anfangssteigung, den Konzentrationen der
Reaktionspartner und der Absorption der Tracer-gesdttigten Platte (um Absorptionen in
Konzentrationen umrechnen zu konnen) 148t sich dann die Assoziationskonstante bestimmen.
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Auch bei der Bestimmung der Assoziationskonstanten von Analyten stoBt man auf einige
Schwierigkeiten: Prinzipiell ist es denkbar, aus der notwendigen Vorinkubationszeit eine
Geschwindigkeitskonstante zu errechnen. Schwierig ist dies wegen der indirekten Mefimetho-
de, es muB immer ein Tracer zugegeben werden, der eine endliche Zeitspanne zur Bindung
bendtigt. Durch die Verdiinnung wird auch die Analytkonzentration stark verandert, was die
Reaktionsgeschwindigkeit beeinflufit. Auf diese Weise sind wahrscheinlich nur Schitzungen
der Assoziationskonstanten moglich. Dies konnte jedoch fiir viele Anwendungen schon
ausreichen.

CHEN et al. [215] haben im Zusammenhang mit der beschleunigenden Wirkung von Ul-
traschall Assoziationskinetiken gemessen. Zwar wird dies nicht explizit erwdhnt, aber es
konnten nur relative Konstanten bestimmt werden. Die Konzentration des 2°I-gelabelten
HCG (human chorionic gonadotropine) wurde zwar konstant gehalten, es wére aber notwen-
dig gewesen, die molare Konzentration aller beteiligten Komponenten zu messen. Inter-
essanterweise wird keine Abhingigkeit von der HCG-Konzentration gefunden, was eine
Reaktion nullter Ordnung bzgl. HCG bedeutet. Dies ist recht schwierig zu erkldren, da
sowohl diffusionskontrollierte als auch reaktionslimitierte Prozesse eine Konzentrations-
abhingigkeit zeigen. Eigentlich sollten nur Reaktionen, die eine Sittigung zeigen (z.B.
Michaelis-Menten Enzym-Kinetik) konzentrationsunabhingig werden koénnen.

1.5 Gleichgewichtskonstanten

Gleichgewichtskonstanten werden auch Affinititskonstanten, Bindungskonstanten, manchmal
verwirrenderweise "Assoziationskonstanten" genannt. Der Kehrwert der Gleichgewichts-
konstante ist auch als "Dissoziationskonstante" im Gebrauch. Beide Begriffe in Anfiihrungs-
zeichen werden hier aber durchgehend im Sinne von Ratenkonstanten (Geschwindigkeits-
konstanten) verwendet. Gleichgewichtskonstanten sind durch das Massenwirkungsgesetz
definiert und lassen sich einfach bestimmen, wenn man die Konzentrationen der beteiligten
Reaktanden messen kann. Gleichgewichtskonstanten sind auch im Bezug auf kinetische
Fragestellungen interessant. Da, wie oben schon ausgefiihrt, die Messung verschiedener
kinetischer Konstanten mit teilweise erheblichen Hindernissen verbunden ist, ist es oft
eleganter, auf die relativ genau bestimmbare Gleichgewichtskonstante auszuweichen. Kineti-
sche Konstanten und die Gleichgewichtskonstante sind bei reversiblen Reaktionen direkt
mathematisch verkniipft.

Fiir die Messung von Gleichgewichtskonstanten existieren unzdhlige Verfahren, wobei keine
Methode ohne einschneidende Nachteile ist.
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Bei KLoTZ [216] wird in einer Tabelle ibersichtlich dargestellt, welche prinzipiellen
Moglichkeiten zur Bestimmung der Affinititskonstante bestehen. Sie lassen sich in drei
Hauptklassen einteilen:

1) Bestimmung der Konzentration des freien Liganden
2) Verianderung der Eigenschaften des gebundenen Liganden
3) Verianderung der Eigenschaften des Bindungsmolekiils (hier: Antikorper)

Zur ersten Klasse gehort die Gleichgewichtsdialyse [216]. Ahnlich funktionieren Ultrafil-
tration, Ultrazentrifugation und Gelfiltration.

In einem GefdB, das mit einer semipermeablen Membran aufgeteilt ist, befindet sich auf einer
Seite der Antikorper, auf der anderen das Hapten (Ligand). Da das kleine Hapten die Poren
passieren kann, wandert es in die Antikdrperlosung. Im Falle verschwindend kleiner Affinitit
wire nach einiger Zeit die Konzentration des Haptens auf beiden Seiten identisch, bei
unendlich hoher Affinitit wiirde das Hapten quantitativ zur Antikorperseite wandern. Aus
dem sich einstellenden Konzentrationsunterschied, 148t sich nun eine Gleichgewichtskonstante
errechnen. Als Schwierigkeit tritt auf, daB meistens eine Korrektur fiir die unspezifische
Bindung notwendig ist. Problematisch an diesem Verfahren sind u.a. die lange Versuchsdauer
(Gleichgewichtseinstellung), die relativ grofe Menge an bendtigtem Bindungsprotein und die
zahlreichen Fehlerquellen.

Besonders eingehen mochte ich auf die sehr verbreitete Methode des SCATCHARD-Plots
[21711218]. Ublicherweise wird ein radioaktiver Ligand hergestellt, der in variieren-
den Konzentrationen mit dem zu untersuchenden Antikorper versetzt wird. Nach einer
Gleichgewichtsinkubation wird ein Trennungsschritt zwischen gebundenem und freiem Hapten
durchgefiihrt. Dies wird z.B. durch Zugabe halbgesittigter Ammoniumsulfatlosung oder
durch Polyethylenglycol und anschlieBender Zentrifugation erreicht. Dann werden die
Uberstinde im Counter vermessen.

Der SCATCHARD-Plot wird aus dem Massenwirkungsgesetz hergeleitet und fiihrt zu einer
Linearisierung der Daten.
Aus

_ [YA]

[YA] = x (Gl. 10)
[41[Y]

mit x als der Reaktionslaufzahl ergibt sich:

X

K =
([A]y-x)-([Y],~x)

(Gl. 11)
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Umgeformt erhalt man:

X

= K[Y],-Kx (Gl. 12)
[Al,-x °
oder:
Analytgeb
" 8% - _K-Analyt .+ K (Gl. 13)
Analyt, . Vses ¥l

Tragt man nun Analytgeb./Analytf,e,- gegen Analytgeb. auf, so erhdlt man im Idealfall eine
Gerade mit der Steigung -K und dem Abszissenabschnitt K-[Y],.

Aus der Steigung der Gerade kann also die Gleichgewichtskonstante, aus dem Abszissen-
Abschnitt die Konzentration der Bindungsstellen abgelesen werden.

Eine im Prinzip dhnliche Auftragung stellt der LANGMUIR-Plot [219] dar. Auch er basiert
auf dem Massenwirkungsgesetz.

Aus
1] I X (Gl. 14)
[AIY]T  TAI([Y],-x)
mit x als der Reaktionslaufzahl ergibt sich:
K=—2> (Gl 1
A7), -[Alx >
Umformen fiihrt zu
K[AllY],-K[A]lx = x (Gl. 16)
und
K[AI[Y], = x(1+K[A]) (GL 17)
Man erhilt:
1 _ 1+K[A] _ 1 + 1 (Gl. 18)

x  KIAIlYL, KIAllY), [Y],
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Aus Gleichung 19

1 _ 1 __ 1 .1
[YA]  [A]l,-[A]  K[AllY], [Y],

(Gl. 19)

ist ersichtlich, daB man nur den Kehrwert der Komplexkonzentration gegen den Kehrwert der
Konzentration des freien Analyten auftragen muf, um eine entsprechende Gerade zu erhalten.
Aus dem Ordinatenschnittpunkt kann man die Gesamtkonzentration der Antikérper berech-
nen, die wiederum fiir die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante aus der Steigung
benoétigt wird.

Der LANGMUIR-Plot fiihrt zwanglos zur MICHAELIS-MENTEN-analogen Bestimmung der
Affinititskonstante, denn aus Gleichung 18 folgt:

[YA] = x = _I_(_[_'M (Gl. 20)
1 +K[A]

Die MICHAELIS-MENTEN-Gleichung in der {iblichen Form [220] lautet:

b = Vinas 151 (Gl. 21)
K, +[S]
Aus Gleichung 20 erhdlt man:
[Y],[A]
(YAl = —=— (GL. 22)
—|+[4]
g

Hier ist zu bemerken, da K,, in der MICHAELIS-MENTEN-Gleichung die Einheit [mol/L]
besitzt und damit nicht K, sondern I/K analog ist.

Am Punkt der halben Sattigung gilt [YA]=[Y¥]y/2 und somit folgt aus Gleichung 20:
[¥l, _ K[¥),[Mlsog

(Gl. 23)
2 1 +K[Aly,,
Daraus folgt nach kurzem Umformen:
K = 1 (Gl. 29)
[Al505

In [221] wurde dieser Zusammenhang durch Annahme einer unnétigen Randbedingung
erhalten. Es muf8 jedoch erwahnt werden, da zur Ermittlung einer Affinititskonstante die
Konzentration des Tracers genau bekannt sein mufl. Sonst ist nur ein "Ranking" der Affinita-
ten moglich.
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Trotz dieser positiven Eigenschaften ist die Kritik iiber die, teilweise unsachgemiBe Anwen-
dung von SCATCHARD- und dhnlichen Plots nicht verstummt [216][222]. Die Kritikpunkte
sind zahlreich:

Fiir polyklonale Antikérper ergibt sich sehr hiufig eine Kurve, die nur mit Miihe
interpretierbar ist. Es wird oft eine sog. mittlere intrinsische Affinititskonstante
definiert, die jedoch fiir die Praxis des ELISAs kaum relevant ist.

Es gibt unzéhlige Fille, bei denen gekriimmte SCATCHARD-Plots zur Berechnung
verschiedener Antikdrper-Fraktionen herangezogen wurden, meist einer hochaffinen
und einer niedrigaffinen Fraktion. Die Berechnung von mehreren Steigungen aus
einem Plot fithrt zu Werten, die keine Bedeutung haben, da die "SCATCHARD-Funk-
tion" gemischter Antikorper ziemlich komplex ist.

Eine Krimmung des Plots kann zwei Ursachen haben: Negative Kooperation (die
Bindung wird immer schwieriger, je mehr Ligand schon gebunden ist) und Hetero-
genitit der Bindungsstellen, was bei polyklonalen Antikérpern naheliegt. Es 146t sich
jeweils die andere Alternative nicht ausschliefien.

Die Fehler in einem SCATCHARD-Plot sind in extremem MaBe heteroskedastisch.
Hieraus ergibt sich zwangsldufig, daf lineare Regressionen ohne Gewichtungen
unzuléssig sind. Zudem sind die Fehler in einer solchen Art verzerrt, da grob falsche
Schliisse iiber die GroBe bzw. der Verteilung in Abhingigkeit von der unabhingigen
Variable nahegelegt werden.

Um die Konzentration der Bindungsstellen zu messen, muB grundsitzlich Sittigung
erreicht werden. Aus SCATCHARD-Plots ist nicht ersichtlich, ob Sittigung erreicht
wurde oder nicht. Eine Extrapolation ohne andersartige Uberpriifung kann zu vollig
falschen Werten fiihren.

Die Kritik an Verfahren mit radiogelabelten Liganden ist nicht weniger schwerwiegend:

Die Trennung von freiem und gebundenem Hapten [223] durch Zugabe von Rea-
genzien fiihrt zu einer starken Storung des Gleichgewichts. Da die Dissoziation oft
sehr schnell ablduft, fiilhren Trennungsprozeduren, die groBenordnungsmiBig eine
Stunde dauern, zu stark verfdlschten Werten. Es konnte gezeigt werden (SEPPALA
[224]), daB nicht das urspriingliche Gleichgewicht, sondern eher das im neuen
Medium gemessen wird.

Diese Tatsachen sind oftmals nicht bekannt und fiihren dazu, dal Verdiinnungskorrek-
turen fiir zugesetzte Reagenzien nicht durchgefiihrt werden.
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Die verdnderten Bindungseigenschaften durch zugesetzte (konzentrierte) Reagenzien
(Anderung der Dielektrizititskonstante usw.) konnen kaum berechnet und daher auch
nicht sinnvoll korrigiert werden.

Da die spezifischen Aktivititen von Tritium- oder 14C-gelabelten Substanzen verhilt-
nismaBig niedrig sind, gibt es Probleme mit der Nachweisgrenze. Man mufl zwangs-
laufig hohe Konzentrationen des hdufig kostbaren Antikdrpers verwenden.

Eine Messung ist nur moglich, wenn radioaktiv markierte Derivate zuginglich sind.
Es ist also kaum realisierbar z.B. eine homologe Reihe durchzumessen, da die radio-
aktiven Substanzen fehlen. Eine Messung einer Affinititskonstante wird so eine teure
und aufwendige Angelegenheit, auf die oft verzichtet wird.

Der Umgang mit radioaktivem Material ist gesetzlichen Beschrankungen unterworfen.
Viele Labors, die nicht die notwendigen Umgangsgenehmigungen vorweisen konnen,
sind von der Anwendung dieses Verfahrens ausgeschlossen.

Zur zweiten Klasse (siehe S. 37) der Einteilung nach KLOTZ [216] gehoren Methoden, die
z.B. mittels Fluoreszenzspektroskopie, ESR, NMR oder Absorptionsmessungen Verdnderun-
gen des Liganden messen. Im einfachsten Fall geht man von zwei unterschiedlichen Umge-
bungen aus: In freier Losung und gebunden an der Antikorperbindungsstelle. Diese Methode
ist sehr wirksam, wenn bestimmte Korrekturen durchgefiihrt werden und eine wichtige
Voraussetzung gegeben ist: Der Ligand muf§ bei der betreffenden Konzentration mit der
gewihlten Methode mefBbar sein. Dies ist kein triviales Statement, da in vielen Fillen die
einzusetzenden Konzentrationen zu niedrig sind. Es diirfte insbesondere bei hohen Affinitits-
konstanten Probleme geben.

In die dritte Klasse werden alle Verfahren eingeordnet, die Verdnderungen des Antikorpers
verfolgen. Hierunter fallen u.a. auch Fluoreszenzmessungen von aromatischen Aminoséuren
und NMR, sowie thermodynamische Untersuchungen z.B. des osmotischen Drucks. Hier tritt
wie bei der zweiten Klasse das Problem auf, daf} individuelle Eigenschaften des Antikdrpers
entscheiden, ob er fiir eine entsprechende Messung in Frage kommt. Auch die Empfind-
lichkeit der Messung ist kritisch. Im Zweifelsfall benétigt man sehr viel Antikorper, nur um
einen einzigen Wert zu messen.

Aus dem Angebot eines Anbieters von Immunchemikalien [225] wurden Affinitéts-
konstanten von monoklonalen Antikdrpern entnommen, um einen Eindruck der Grofen-
ordnungen zu vermitteln (Tabelle 5). Die Konstanten wurden mit Hilfe von 1251_markierten
Derivaten und SCATCHARD-Plots erhalten. Daher ist Vorsicht bei der Interpretation ange-
bracht: Es handelt sich wohl fast immer um die Affinititskonstante des Iod-Tracers und nicht
des Analyten selbst.
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Tabelle 5: Beispiele fiir Affinititskonstanten von monoklonalen Antikorpern.

Analyt Molmasse M, Affinititskonstante K [L/mol]
Cortisol 362.5 1-10°
Cortisol 362.5 2-107
Digoxin 780.9 1-10°
Digoxin 780.9 2:10°
Digoxin 780.9 2.5-10°
Ostradiol 272.4 1.3-1010
Ostradiol 272.4 1-1010
Testosteron 288.4 4-10°
Testosteron 288.4 3-10°
Testosteron 288.4 5-1010
Testosteron 288.4 5-1010
Theophyllin 180.2 3-108
Thyroxin (T4) 888.9 1-1010

Ein Schritt in die richtige Richtung ist die Methode von MULLER [226], die von Inhibi-
tionskurven von ungelabelten Substanzen ausgeht. In der vorgestellten Form sind jedoch
erhebliche Einschrankungen vorhanden: So gilt die Herleitung nur fiir den Fall, daB sich
Analyt und Tracer identisch verhalten. Diese Methode ist daher nur mit Tritium-markierten
Tracern hoher spezifischer Aktivitit durchfiihrbar. Zudem muf} die absolute Tracerkonzen-
tration genau bekannt sein, die bei heterogenen Préparaten ziemlich schwierig zu ermitteln
ist.

FRIGUET et al. [227] haben eine ELISA-Methode zur Bestimmung von Antigen/Antikor-
per-Affinititskonstanten vorgestellt. Es werden variierende Konzentrationen Antigen mit
AntikOrper versetzt und bis zum Gleichgewicht inkubiert, dann wird die Konzentration der
freien AntikOrper in einem indirekten Immunoassay bestimmt. Es wird quasi eine Vor-
inkubation vorgenommen (sequential incubation). AnschlieBend wird die Gleichgewichts-
mischung in eine haptenbeschichtete Platte pipettiert. Durch diese Nachinkubation wird
jedoch das urspriingliche Gleichgewicht gestort. Es hédngt von der (unbekannten)
Dissoziationskonstante des zu vermessenden Antikorpers und den Konzentrationsverhiltnissen
ab, wie groB diese Storung ausfdllt. Der an die Platte gebundene Antikdrper wird mit Hilfe
eines gelabelten Antikorpers quantifiziert. Die Autoren unterstreichen trotzdem, "wahre"



II. THEORIE 43

Gleichgewichtskonstanten zu messen, im Gegensatz zu den vollstindig heterogenen Assays,
die prinzipiell "scheinbare" Konstanten liefern. Bei Hapten-Immunoassays mit ihren oft in
Sekundenbruchteilen eingestellten Gleichgewichten ist eine solche Methode mit vielen
Fragezeichen zu versehen.

STEVENS [228] zeigte, daB bei der von FRIGUET et al. [227] vorgestellten Methode Kor-
rekturen fiir bivalente Antikorper notwendig sind. Da die in der vorliegenden Arbeit erlduter-
te Methode fiir Haptene (monovalent) vorgesehen ist und kein Grund zu erkennen ist, wieso
hier eine Wechselwirkung zwischen zwei Bindungsstellen vorhanden sein soll, lauft diese
Kritik in diesem Fall ins Leere.

Eine wirkliche Limitierung liegt in der Tatsache verborgen, daB die Konkurrenzreaktion in
der Nihe einer Festphasenoberfldche abliuft. Sollten Polarisierungsvorgénge, Anreicherungs-
effekte 0.4. auftreten, so konnen verfilschte Werte im Bezug auf die thermodynamische
Gleichgewichtskonstante in Losung resultieren. "Richtig" ist der erhaltene Wert im Bezug
auf ELISA-Anwendungen. Es wurden jedoch in dieser Arbeit keine Indizien fiir derartige
Abweichungen gefunden. Sollten sie auftreten, so konnte man das gezeigte Verfahren zu
einer pseudo-homogenen Variante umbauen und damit diese Probleme umgehen. Dieser
pseudo-homogene Test ist dem Vorschlag von FRIGUET iiberlegen, da nicht nur die schwach
und schnell bindenden Analyten vorinkubiert werden, sondern auch der fast beliebig langsa-
me Tracer. Hier sind viel eher die Moglichkeiten gegeben, durch einen Fangantikorper eine
schnelle Immobilisierung durchzufiihren und somit das Gleichgewicht fiir eine ausreichende
Zeit "einzufrieren”.

HoGG et al. [229] verwendeten einen indirekten ELISA zur Bestimmung der Gleichge-
wichtskonstante von Paraquat. Dennoch erscheint die mathematische Herleitung mit vielen
unsicheren Randbedingungen behaftet, so da$f die erhaltenen Gleichgewichtskonstanten nicht
direkt nachvollziehbar sicher sind. Zudem konnte es mit multivalenten Antikérpern (IgG,
IgM) Probleme geben. Da die Herstellung von F,, -Fragmenten aufwendig ist, ist die Anwen-
dungsbreite ziemlich eingeschrankt.

Gleichfalls eine indirekte ELISA-Variante haben NIETO et al. [230] vorgeschlagen, um
die Affinititsverteilung von polyklonalen Antikdrpern zu messen. Die Methode geht von
einer Verdiinnungsreihe des immobilisierten Haptens aus. Die primidre Idee basiert auf der
Beobachtung, daB bei sehr geringen immobilisierten Antigenmengen nur die Antikdrper mit
der hochsten Affinitdit gebunden werden. Entsprechend kann man durch Erhohung der
Konzentration immer mehr Antikorperfraktionen einbeziehen. Der Grenzfall der geringen
Antigenkonzentration erscheint durchaus interessant und deckt sich mit der Beobachtung von
WEILER [231], daB polyklonale Seren bei hohen Verdiinnungen "pseudo-monoklonales"
Verhalten zeigen. Fiir kompetitive Immunoassays, deren Empfindlichkeit bei [Y] — O
maximal wird, ist jedoch Information iiber die "schlechteren" Fraktionen von geringerem
praktischen Nutzen.
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Die in dieser Arbeit weiterentwickelte Methode, iiber ELISA-Eichkurven Affinititskonstanten
zu messen, gehort auch in diese Gruppe. Hier wird die Veranderung der Antikorper gemes-
sen, ihre Funktion "Tracerbindung" ausiiben zu konnen, was bei einem gebundenen Hapten
nicht mehr moglich ist. Im weitesten Sinn kénnte man dies als Beobachtung der "biologischen
Aktivitit" des Antikorpers einstufen.

Dieses ELISA-Verfahren ("50%-Verfahren") weist einige entscheidende Vorteile auf:

. Die Antikorpermenge, die verbraucht wird, ist extrem gering.

. Der Antikorper braucht nicht chemisch rein vorzuliegen.

. Es ist nicht notwendig, die Antikorperkonzentration zu bestimmen.

. Es ist nicht notwendig, die Tracerkonzentration zu bestimmen.

Es ist weitgehend jeder Antikdrper ausreichender Affinitdt geeignet.
Das Verfahren ist extrem schnell und billig.

Durch zahlreiche Replikate ist die statistische Sicherheit hoch.

Das Verfahren gibt auch fiir polyklonale Antikdrper sinnvolle Werte.
Die Auswertung ist direkt und einfach.
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1.6 Diffusion

Abgesehen von Abb. 106 werden in dieser Arbeit keine Messungen zur Diffusion vorgestellt.
Da die Grenzfille Reaktions- oder Diffusionslimitierung haufig kontrovers diskutiert werden,
soll zumindest eine kurze Ubersicht gegeben werden.

NAYAK [232] hat 1981 das Thema der Reaktionskinetik bei heterogenen Immunoassays
behandelt und hierbei besonders unterschiedliche Geometrien untersucht. Es wurde gefolgert,
dafl bei Immunoassays diffusionslimitierte Prozesse auftreten konnen.

Einige Publikationen von STENBERG und NYGREN widmen sich fast ausschlieBlich dem
Problem des Massentransports bei Immunoassays [233][234].

STENBERG und STIBLERT [235] haben das Problem mathematisch griindlich durchleuchtet
und geben Formeln fiir kugelférmige Carrier-Oberflachen, die im Grenzfall r - oo in den
Fall einer planen Platte iibergehen. Sie zeigen, da§ bei Immunoassays mit immobilisiertem
Antigen die Bindung von Antikdrpern je nach Bedingungen einmal diffusions- und einmal
reaktionslimitiert sein kann. Dies bedeutet, daf keine allgemeine Aussage moglich ist.
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Es wird aber ausfiihrlich diskutiert, welche Faktoren eine Diffusionslimitierung begiinstigen:

- Carrier in Form einer Platte

- kleiner Diffusionskoeffizient (grofies Molekiil, hohe Viskositit)
- hohe Assoziationsgeschwindigkeitskonstante

- hohe Konzentration an immobilisiertem Reagenz

- niedrige Sittigung (z. B. Anfang der Reaktion)

Dies konnte bedeuten, daB z.B. der Tracer diffusionslimitiert ist, der kleine Analyt aber nicht
(Diffusionskonstante). Eine diffusionslimitierte Reaktion geht bei zunehmender Sattigung in
ein reaktionslimitiertes Regime iiber. Bei niedrigen Coating-Konzentrationen sollte man eher
eine Reaktionslimitierung erwarten. Die Messungen der Reaktionsordnung beziiglich Antikor-
per und Tracer (siehe S. 95) zeigen jedoch keine Anzeichen einer Diffusionslimitierung. Man
kann daraus schlieBen, daB zumindest die meisten hier vorgestellten ELISAs beziiglich des
Tracers reaktionslimitiert sind. Entscheidende Diffusionseinfliisse konnten bei der Bindung
des Analyten vorherrschen. Dies konnte durch den Vergleich von iiblichen und pseudohomo-
genen ELISAs gekldrt werden.

1.7 Konzentrationsmessungen

Konzentrationsmessungen von Antikdrpern und Tracern sind absolut nicht trivial. An der
ungenauen Bestimmung dieser Konzentrationen kénnen Messungen von kinetischen Kon-
stanten scheitern.

Zur Bestimmung von Protein existieren eine grofiere Anzahl verschiedener Methoden, die
sich jedoch dadurch auszeichnen, daB sie fiir genaue Messungen mit dem jeweiligen Protein
geeicht werden miissen. Wenn man dieses Protein nur in unreiner Form und unbekannter
Konzentration in einer Losung vorliegen hat, sind diese Methoden weitgehend am Ende. Fiir
Antikorper und Enzyme kommt primér eine "Funktionsbestimmung" in Frage. Antikorper
konnen mit einem Liganden "titriert" werden, wobei die extrem niedrigen Konzentrationen
dieses Unterfangen leicht vereiteln kdnnen. Monoklonale Antikdrper kdnnen affinititschroma-
tographisch bis zur Homogenitit gereinigt werden, wobei aber geniigende Mengen vorliegen
miissen. AnschlieBend kann entweder iber eine Gefriertrocknung (Lyophilisierung) die
Konzentration gravimetrisch bestimmt werden, oder man fiihrt einen Protein-Test durch.
Fraglich ist jedoch immer, ob die entsprechende Konzentration der Konzentration der
funktionellen Proteine entspricht, oder ob grofiere Anteile denaturierten Proteins vorhanden
sind.

Fir Peroxidase-Tracer bieten sich zwei Verfahren an. Das erste bezieht sich auf die Ab-
sorptionsbande (403 nm) des Ham-Proteins, die als Soret-Bande bezeichnet wird. Die sog.
Reinheitszahl (RZ) kommerzieller Peroxidase-Prdparationen nutzt diese Absorption zur
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Bestimmung des Peroxidase-Gehalts aus und ist als Quotient der Absorptionen bei 403 nm
und 275 nm definiert.
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0.
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Abb. 9: Typisches Absorptionsspektrum einer Meerrettich-Peroxidase. RZ = Ay)3/A5,5 = 3.23,
(Boehringer Nr. 814 407). ¢ = 5.7 uM = 0.25 g/L in PBS.

Hier ist nicht von Aktivitit die Rede, eine hohe Reinheitszahl kann (z.B. nach spezifischer
Hemmung) mit einer niedrigen Enzym-Aktivitit verbunden sein. Damit ist schon die zweite
Methode angesprochen. Enzymaktivititen zu messen ist meist kein grofies Problem. Man
kann sich einen der zahlreichen "Standard"-Assays aussuchen und eine Aktivitdt ausrechnen.
Leider werden Aktivititen in "units" ausgedriickt, die mit den molaren Konzentrationen des
Enzyms auf eine meist unbekannte Weise zusammenhangen. Enzyme kann man also iiber die
Aktivitit gut vergleichen - eine absolute Konzentration erhilt man jedoch nur in Ausnahme-
fillen. An der molaren Konzentration ist man mit der Soret-Bande viel ndher, molare
Absorptionskoeffizienten wurden mehrfach publiziert (siehe S. 15). Keines dieser Verfahren
kann jedoch underivatisierte Peroxidase von derivatisierter unterscheiden. Sollten also noch
ungekoppelte Anteile von Peroxidase iibriggeblieben sein, so wird die Tracerkonzentration
systematisch iiberschitzt. Dies kann zumindest minimiert werden, indem bei Kopplungs-
prozeduren extreme Uberschiisse an Reagenz eingesetzt werden. Man kann dann einiger-
maBen sicher sein, daB alle zugédnglichen Aminogruppen quantitativ abreagiert haben.

1.8  Adsorptionseffekte

Immunoassays haben oft mit unspezifischen Bindungen zu kdmpfen. Insbesondere indirekte
ELISAs sind hier anfdllig. Daher sind allerlei Blocking-Mittel in Gebrauch, so Rinder-
serumalbumin, entfettete Trockenmilch, Casein, Ovalbumin, Gelatine, Eiweiflhydrolysate und
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vieles mehr [236][237]. Trotz der Vielzahl an Zusitzen scheint das Problem nicht
endgiiltig gelost zu sein. Unspezifische Adsorption kann durch ein geschicktes Testdesign und
durch die Wahl angemessener Tracerkonzentrationen weitgehend unterdriickt werden. Bei der
in dieser Arbeit iiblicherweise verwendeten Konfiguration treten kaum Probleme mit un-
spezifischer Adsorption auf. Der Anteil des unspezifisch gebundenen Tracers ist meist sehr
gering.

In einem anderen Zusammenhang sind Adsorptionseffekte von Interesse: Will man regene-
rierbare Immunosensoren bauen, so muf man den gebundenen Tracer unter milden Bedin-
gungen wieder ablosen konnen. Dies ist bisher nur sehr unvollstindig gelungen. Reversible
ELISAs sind also ein Ziel, das durch mechanistische Untersuchungen erreicht werden konnte.
Ohne genauere Kenntnis der Wechselwirkungen, die beim ELISA eine Rolle spielen, wird
hier wohl kein Durchbruch erzielt werden kdnnen.

1.9  Temperatureffekte

Der Vollstindigkeit halber soll hier auch auf die Temperaturabhingigkeit von Immunoassays
kurz eingegangen werden. Der Temperaturkoeffizient von Enzymen 14t sich leicht bestim-
men und ist relativ hoch [238]. Randeffekte in Mikrotiterplatten kdnnen weitgehend auf
diesen Effekt zuriickgefiihrt werden [239][240]. Interessanter ist jedoch die Frage,
ob es Temperatureinfliisse auf die Antigen-Antikorper-Reaktion gibt. Dies ist in unserem
Labor besonders relevant geworden, als wiahrend einer Hitze-Periode im Sommer einige
Immunoassays erhebliche Einbufien hinsichtlich Nachweisgrenze und Signalhdhe zeigten
[241]. Die Literatur gibt hier keine entscheidenden Hinweise: In verschiedenen Arbeiten
wurden Immunoassays thermodynamisch unter die Lupe genommen. Als Resiimee konnte
festgestellt werden, dafl gerade Hapten-Immunoassays keine oder nur sehr geringe Tempera-
turabhingigkeiten zeigten [242]. Dies bezieht sich jedoch nur auf die Gleichgewichtskon-
stante, im Bereich der Kinetik diirfte das etwas anders aussehen.

2 Strukturelle Aspekte
2.1 Allgemeines

Es diirfte eigentlich nicht iiberraschen, da Immunoassays sehr viel mit rdumlichen Struktu-
ren zu tun haben. Trotzdem wird oft so gehandelt, als ob das Immunsystem chemische
Strukturformeln lesen konnte. Zwei Verbindungen, die fiir den Chemiker sehr dhnlich sind,
konnen sich im rdumlich-strukturellen Charakter stark unterscheiden. Hydrophile oder
hydrophobe Reste, aromatische Systeme, Polaritit, Polarisierbarkeit, Partialladungen,
intramolekulare Wechselwirkungen usw., dies alles "sieht" ein Antikorper. Daher ist es
wichtig, dem Prinzip Antikdrperbindung alles andere unterzuordnen.
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Da der Antikorper das eigentlich selektive Element in einem Immunoassay darstellt, muf
jeder Abstrich, der im Bezug auf den Antikdrper gemacht wird, mit erheblichen Qualitits-
einbufien bezahlt werden. Von einem rein zielgerichteten Standpunkt aus gesehen ist es
ziemlich klar, wie ein idealer Antikdrper auszusehen hat: Extrem hohe Affinititskonstante,
hohe Selektivitit und groBe Robustheit. Zumindest die ersten beiden Punkte sind nur vorstell-
bar, wenn eine optimale Paform zwischen Analyt und Antikdrper vorhanden ist. Das groBe
Problem ist nur: Wie macht man dem Immunsystem klar, welchen Antikérper man haben
will? Diese Frage mag fiir den einen oder anderen im ersten Moment trivial klingen, es
handelt sich aber hier um eine der Kernfragen fiir die Entwicklung von Immunoassays.
Momentan muB noch alles iiber eine Immunisierung laufen. Dies wiederum zeichnet die
Strategie eindeutig vor: Das Immunogen ist die Information, die Botschaft an das Immun-
system. Wenn die Botschaft falsch oder mifiverstindlich formuliert wird, kommt ein falsches
Ergebnis heraus: Nicht fiir das Inmunsystem, aber fiir den Entwickler eines Immunoassays.

Trotz langjéhriger Forschungen sind von der Sprache des Immunsystems nur Fragmente
bekannt. Niemand weill genau, wie die Selektion und Stimulation von Immunzellen funktio-
niert. Zugegebenermafen hat die Entwicklung von Immunoassays auch funktioniert, ohne daf}
komplizierte strukturelle Regeln beachtet worden widren. Schaut man dann die Ergebnisse
genauer an, so sehen sie eher klaglich aus: Ein Antikorper, der Pestizide im mittleren pug/L-
Bereich detektieren kann, ist jederzeit erhéltlich. Will man aber 3 Zehnerpotenzen oder mehr
zu niedrigeren Konzentrationen vorstoflen, so reicht das Vertrauen auf den Zufall nicht mehr
aus.

2.2  "Spacer Recognition"

Die wenigen Kenntnisse, die sich auf dem Gebiet der "Strukturellen Immunologie" ange-
sammelt haben, konzentrieren sich auf ein paar Faustregeln. Eine besonders hiufige Regel
bezieht sich auf die Vermeidung von sog. Briickenantikérpern [231][243]. Im englischen
Sprachraum als "Spacer Recognition", "Bridging Group Recognition", "Handle Recognition"
oder "Bridge Binding" bezeichnet, kursieren verschiedenste Rezepte, diesen Effekt zu
umgehen. Es handelt sich um die Beobachtung, dal Haptene, die zur besseren Prdsentation
mit einem Spacer (Abstandshalter) versehen wurden, zwar gut bindende Antikorper ergeben,
daB aber das Derivat mit Spacer wesentlich besser gebunden wird, als der Analyt. Es wird
nun postuliert [244], daB es Antikorper gidbe, die zwar den Spacer stark binden, nicht
jedoch das Hapten. Wird nun zur Tracersynthese das identische Spacerderivat verwendet, so
bindet dieser Tracer stark an den sog. Briickenantikdrpern. Er ergibt aber keine Eichkurve,
da er vom Analyten nicht "verdrdngt" werden kann. Spacer Recognition wird meistens dann
angenommen, wenn gut bindende Tracer keine oder nur sehr unempfindliche Eichkurven
ergeben. Bei Spacer Recognition wird meist nicht deutlich unterschieden, ob nur eine
verstarkte Bindung des Tracers bei méBiger Bindung des Analyten gemeint ist, oder eine
starke Tracerbindung, die auch nicht durch hohe Analytkonzentrationen inhibiert wird. Es
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gibt eine eindeutige Abgrenzung zwischen diesen Fillen, da im ersteren Fall nur eine
Antikorpersorte im letzteren aber mehrere beteiligt sind (siehe S. 65).

Der einfachste, aber wahrscheinlich schlechteste Weg Spacer Recognition zu vermeiden, kann
darin liegen, iiberhaupt keinen Spacer fiir die Immunisierung zu verwenden. Es wird gele-
gentlich auch empfohlen, nur kurze Spacer anzubringen.

Eine sehr begrenzt anwendbare Methode ist der Austausch von Antikdrpern durch natiirliche
Bindungsproteine [245]. Da diese nicht durch Immunisierung gewonnen werden, zeigen
sie auch logischerweise keine Spacer Recognition. Der Thyroxin-Test von EKINS (1960) [19]
basierte auf einem solchen Bindungsprotein.

In einer neueren Arbeit [246] wird sogar behauptet, moglichst unpolare Alkylketten als
Spacer wiirden Spacer Recognition minimieren, was angesichts der vorwiegend hydrophoben
Wechselwirkungen im Antigen/Antikdrper-Bereich nicht sehr wahrscheinlich ist.

SAUER et al. propagieren eine Kombination, die fiir das Immunogen einen Hemisuccinat-
Spacer und ein Glucuronid fiir den Tracer vorsieht. Es wird postuliert, da der grofie
sterische Anspruch des Glucuronids eine Spacer Recognition weitgehend unterbinden wiirde.
Gegen diese Annahme sprechen eindeutig die publizierten Daten [247]. So diirfte es mehr
als ein Zufall sein, daB unter den ca. 50 untersuchten Enzymtracer-Varianten fast immer der
Tracer mit dem niedrigsten Signal (B die héchste Empfindlichkeit ergibt. Und dies héngt
offensichtlich nicht nur von der Art des verwendeten Spacers ab.

2.3  Homologe und heterologe Tests

Homolog und heterolog darf in diesem Zusammenhang nicht mit homogen und heterogen
verwechselt werden. Bei homologen Tests ist das Hapten des Tracers (oder das immobili-
sierte Hapten) identisch mit dem Hapten des Immunogens. Bei heterologen Tests sind die
Haptene (strukturell) unterschiedlich. Der Zweck eines heterologen Tests ist die Unter-
driickung von sog. Briickenantikorpern, die den Spacer stark, nicht jedoch den Analyten
binden sollen. Durch Briickenantikdrper wird die Sensitivitit und Selektivitit eines Immuno-
assays negativ beeinfluBt.

Es werden mehrere Typen der Heterologie unterschieden: Briicken-, Stellungs- und Hapten-
heterologie®. Beim ersteren Typ ist nur der Spacer unterschiedlich, beim zweiten ist die
Anbindungsstelle des Spacers variiert und beim dritten Typ ist der Kernbereich des Haptens
selbst verdndert. Nach den ersten Publikationen von VAN WEEMEN und SCHUURS [25]
[248] wurden unzdhlige Arbeiten veroffentlicht, bei denen Verbesserungen der
Sensitivitiat und der Selektivitit durch heterologe Kombinationen sowohl bei RIAs als auch

9 Wortlich: bridge, site and hapten heterology.
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bei ELISAs erzielt worden sind [249]-[252]. Es wurden auch Berichte verdffentlicht [253],
dafl bei dem Versuch, heterologe 125]_Tracer herzustellen, sechs "nicht"-bindende Derivate
erhalten wurden. Nur der homologe Tracer zeigte ein gutes Bindungsverhalten. Der Test war
zwar relativ unempfindlich, konnte aber durch eine sequentielle Inkubationsmethode stark
verbessert werden. Interessanterweise gibt es viele homologe Tests, die hervorragende Eigen-
schaften aufweisen [99][254]. Schon 1974 wurden Zweifel an der Richtigkeit der "Briicken-
antikorper"-Theorie geduBert [255]. Diese Kontroverse hat dazu gefiihrt, daB in dieser Arbeit
umfangreiche Studien zu diesem Themenkreis angestellt wurden.

VAN WEEMEN und SCHUURS haben in einer grundlegenden Arbeit [248] alle drei oben
genannten Typen der Heterologie sowie Kombinationen derselben getestet. Sie verwendeten
Ostrogen-Enzymimmunoassays fiir ihre Untersuchungen. In fast jedem Fall waren die
heterologen Kombinationen erheblich empfindlicher (Faktor > 100), jedoch wurde oft auch
mehr Antiserum gebraucht. Die Autoren interpretierten die Befunde durch einen Unterschied
der Affinititen von Tracer und Analyt. Durch heterologe Kombinationen wird der Unter-
schied ausgeglichen; somit erhdlt man eine bessere Konkurrenz. Zudem wurde gefunden, dal
insbesondere Stellungsheterologie zu verdnderten Kreuzreaktionen fithrt, was auf andere
Antikorperpopulationen hinweist. Es soll hier betont werden, daB sidmtliche Enzymtracer in
praktisch identischen Konzentrationen (Enzymaktivitit) eingesetzt wurden.

Ahnliche Ergebnisse erhielten FUIIWARA et al. [256], die auch gleiche Enzymaktivititen fiir
homologe und heterologe Tests einsetzten. PIRAN et al. [257] fiihrten sogar Gleichgewichts-
simulationen durch und fanden deutliche Verbesserungen sowohl bei polyklonalen als auch
bei monoklonalen Antikdrpern. In der Arbeit von PIRAN et al. ist aber deutlich zu erkennen,
daf homologe Assays bei gleicher Tracerkonzentration hohere Signale ergeben (stirkere
Bindung).

Um homologe Tests zu verbessern, wurde versucht, Spacer zu finden, die schwach immuno-
gen sind. Es wurden insbesondere Zuckerderivate (Glucuronide) empfohlen. Sehr iiber-
zeugend sind die Ergebnisse jedoch nicht. Der postulierte Unterschied in den Eichkurven von
CORRIE et al. [258] scheint eher auf die unterschiedliche Tracerkonzentration!® zuriickzu-
fiilhren zu sein, als auf eine besonders schwache Spacerbindung.

TIEFENAUER und ANDRES [259] folgerten aus einem Vergleich zwischen 3H- und 1%I-
markiertem Melatonin, ein fehlender Spacer konnte Bridge Recognition unterdriicken. In
diesen Arbeiten wird weniger der Testmittelpunkt, als die Steigung als Indiz fiir Bridge
Recognition verwendet. Fiir den 12°I-Test wurden wesentlich geringere Tracer- (ca. Faktor
15) und Antikorper-Konzentrationen (Faktor 25) eingesetzt. Somit ist eine Verbesserung der
Empfindlichkeit um den Faktor 8 vollig im Rahmen des Erwarteten. In einem Folgeartikel
[260] wird gleichfalls die Wichtigkeit der Steigung herausgestellt. Hier zeigt sich, daf§ von
verschiedenen Autoren unter Bridge Binding vollig unterschiedliche Phinomene verstanden

10 yergleiche zwischen 4000 und 6000 counts/min bzw. 4000 und 10.000 counts/min.
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werden, die getrennt behandelt werden miissen. Im Diskussionsteil verschiedener Arbeiten
hat man oft den Eindruck, daff "Bridge Binding" als Synonym fiir “schlechter Test" dient,
ungeachtet der vielfaltigen Ursachen im Detail.

2.4 Schwach bindende Tracer

Einen sehr engen Zusammenhang mit heterologen Tests hat die Idee der sog. schwach
bindenden Tracer. Ausgehend von einem Gleichgewichtsmodell 148t sich zeigen, daB8 unter
bestimmten Voraussetzungen optimale Sensitivitét erreicht werden kann, wenn Analyt und
Tracer identische Affinititskonstanten aufweisen. Diese Konstellation tritt jedoch in der
Realitdt fast nie auf. Aus Griinden, die mit Spacer Recognition zu tun haben, bindet der
Tracer oft wesentlich besser als der Analyt. Dies ist bei einer hohen Ahnlichkeit zwischen
Immunogen und Tracer auch nicht verwunderlich. Aus den oben genannten Modellrech-
nungen wird nun geschlossen, daf stark bindende Tracer durch Verdringung des Analyten
von den Bindungsstellen einen schlechten Einflul auf die Testsensitivitit ausiiben. Umgekehrt
erhofft man sich Empfindlichkeitssteigerungen durch den Einsatz von schwidcher bindenden
(heterologen) Tracern. Auch dies wurde in der vorliegenden Arbeit einer Uberpriifung
unterzogen.

Die analoge Vorgehensweise bei indirekten ELISAs betrifft die Auswahl des immobilisierten
Haptens. Es wird vermutet, daB schwicher bindende Haptene zu empfindlicheren Tests
fithren [198]. Auch diese Hypothese ist in ihrer allgemeinen Form anfechtbar, da sie auf
einem Gleichgewichtszustand basiert, der in heterogenen Immunoassays kaum je erreicht
wird. Zudem wird meist der EinfluB der Kopplungsdichte (Multivalenz) und der Coating-
dichte ("Konzentration") nur unzureichend beriicksichtigt.

2.5 Spacerlinge

In Analogie zu den Experimenten von VALENTINE und GREEN [40], die bivalente 2,4-Dinitro-
phenylderivate eingesetzt hatten, sind detailliertere Untersuchungen verdffentlicht worden
[261]. Es wurde gezeigt, daB auch kiirzere, namentlich 1,3-Diaminopropan-Derivate eine
signifikante Dimer-Bildung aufweisen konnen. Jedoch erst ab 1,6-Diaminohexanspacern
erreichte die Oligomerbildung einen Maximalwert. Man muf} hier betonen, daB die Immuni-
sierung mit DNP-Gammaglobulin ohne jeglichen Spacer vorgenommen wurde. Da
VALENTINE und GREEN besonders hochaffine Antikorper verwendet hatten, {iberrascht die
Diskrepanz der Ergebnisse nicht. Man kann vermuten, daf} die Tiefe der Bindungstasche in
positiver Weise mit der Affinitit der Antikérper zusammenhingt.

Abgesehen von den Uberlegungen in Richtung Vermeidung von Spacer Recognition, werden
fast durchgehend kurze bis mittlere Spacerlingen verwendet (C, - Cg4). Lingere Spacer
werden vermieden, da ein "Umklappen" des Spacers befiirchtet wird [262]. In einer Ar-
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beit von COLBERT et al. [263] wird gezeigt, daB die Eichkurven eines Methylampheta-
min-Immunoassays (M,=149) empfindlicher werden, wenn die Spacer-Linge des Fluo-
rescein-Tracers verkiirzt wird. Auch hier wird postuliert, daf§ die hohere Affinitat der Tracer
mit langem Spacer fiir die verringerte Sensitivitit verantwortlich sei. Aus diesen und dhn-
lichen Experimenten leitet sich die Schluffolgerung ab, schwach bindende Tracer fiihrten zu
besseren Empfindlichkeiten.

Dagegen zeigt eine Arbeit von TIEFENAUER und ANDRES [264] den sterischen Anspruch
von Biotin-Ostradiol-Derivaten. So sind 6- bis 7-atomige Spacer véllig ungeeignet, 13-
atomige (flexible) zeigen gute, 14-atomige (starre) schlechte und 18-atomige (homologe)
exzellente Bindungseigenschaften. Da in diesem Fall zwei Bindungsmolekiile beteiligt sind
(Avidin und Antikorper), miissen die Werte ungeféhr halbiert werden, um den Raumanspruch
des Antikorpers zu erhalten. Trotzdem bleibt noch eine optimale Spacerldnge von mindestens
9 Atomen.

Genau gegensitzliche Folgerungen ziehen HOSODA et al. [265]. Die Autoren fanden eine
Verbesserung der Sensitivitidt durch die Verwendung von verkiirzten Spacern. Eine Ver-
langerung zeigte keinen positiven EinfluB. Es wird zwar betont, daB§ sogar eine Verdiinnung
des Antiserums keine Verbesserung der Empfindlichkeit bei langen Spacerderivaten erbracht
hitte. Offensichtlich iibersehen wurde, wie in vielen Arbeiten, da hier nur die Verdiinnung
des Tracers effektiv ist und nicht durch eine Verdiinnung des Antikorpers substituiert werden
kann. Es wurden jedoch bei allen Experimenten gleiche Enzymtracer-Konzentrationen
eingesetzt.

In einem Artikel von NORDBLOM et al. [266] wird die Problematik der Briicken-Anti-
korper ibersichtlich dargestellt. Hier zeigt sich auch ein weit verbreitetes Mifverstindnis:
Es wird vermutet, daB durch die hohere Affinitit des Tracers im Vergleich zum Analyten die
Eichkurven flacher wiirden. Es kann jedoch leicht gezeigt werden (siehe auch Simulationen),
daB dies nicht der Fall ist. Bei hoheren Traceraffinititen tritt eine Verschiebung des Test-
mittelpunkts auf, die Steigung bleibt aber konstant (unter normalen Bedingungen). Es wird
also eindeutig eine falsche Ursache fiir ein bekanntes Phanomen genannt. Da die Basis des
Briickenantikdrper-Problems in dieser Form wahrscheinlich nicht existiert, sind auch alle
Rezepte, die auf diesem Konzept fuien, mit erheblichen Fragezeichen zu versehen. In der
Publikation von NORDBLOM et al. wird schon vermutet, daB die Tracerkonzentration ein
wichtiger Parameter darstellen konnte, um die uneinheitlichen Ergebnisse verschiedener
Autoren zu erkldren.

KEUCHEL [267] zeigte am Beispiel eines TNT-Immunoassays, daf auch Antikdrper, die
mit spacerlosen Derivaten gewonnen wurden, Spacer fiir Enzymtracer benétigen konnen.
Eine Verlidngerung iiber die Mindestspacerldnge von 3 Kohlenstoffatomen hinaus erbrachte
jedoch keine signifikante Veranderung mehr. Dies konnte ein Hinweis auf das bei einer
Immunantwort ablaufende "Processing" sein, das zu einem partiellen Abbau des Immunogens
fiihrt. Auf diese Weise kann eine Verringerung der sterischen Hindernisse eintreten, was zur



11. THEORIE 53

Herstellung entsprechender Antikorper fiihrt. Im Enzymkonjugat sind die sterischen Ver-
hiltnisse wieder ungiinstiger, so daB ein Spacer positive Effekte zeigt.

2.6  Anbindungsstelle des Spacers

Eine wichtige Entscheidung bei der Auswahl des richtigen Haptens zur Immunisierung (oder
fiir einen Tracer) ist das Festlegen der Anbindungsstelle. So lange man sich nicht von einer
kovalenten Anbindung 16sen kann, muf} eine Stelle des Analyten gefunden werden, an der
glinstigerweise ein Spacer angebracht werden konnte. Diese Auswahl findet aber fast immer
nach Kriterien der giinstigsten Synthese statt [246], nicht unbedingt nach immunologischen
Gesichtspunkten. Nur wenige Experimentatoren machten sich die Miihe einer detaillierten
Diskussion unterschiedlicher Moglichkeiten [268]. Die Selektivitit eines Antikdrpers
kann durch diese Auswahl entscheidend beeinfluft werden [269]. Die Sensitivitit 1aBt
sich wohl am ehesten an der Ahnlichkeit des Derivats zum Analyten festmachen [270].

2.7  Auswahl der immunogenen Struktur

Dieses Problem soll hier nur insofern angerissen werden, als es einer rationalen Beschreibung
im Augenblick zugénglich ist. So werden nicht die Vorziige und Nachteile verschiedener
Carrier behandelt, da dieser EinfluB sich kaum sinnvoll interpretieren 1aft und somit einer
empirischen Behandlung vorbehalten bleibt. Wendet man sich aber der Hapten-Struktur im
weitesten Sinne zu, so lassen sich durchaus Regeln formulieren, die eine sinnvolle Strategie
ermoglichen. Stehen dem Experimentator Systeme zum Molecular Modelling zur Verfiigung,
so erscheint es sehr ratsam, diese intensiv zu nutzen, denn das Hapten soll in moglichst
vielen Eigenschaften dem Analyten &hneln.

Da oft z.B. die raumlichen Verhiltnisse in Molekiilen falsch eingeschidtzt werden, kénnen
computergestiitzte Methoden sehr wertvolle Hinweise geben. Doch auch mit "klassischen"
Argumentationsketten lassen sich giiltige Prognosen erstellen. Die folgenden (Faust-)Regeln
sollen etwas differenzierter die Ahnlichkeit von Molekiilen beschreiben. Aufgrund der groBen
Variabilitit des Immunsystems haben diese Regeln auch im giinstigsten Fall keine absolute
Giiltigkeit. Sie sollen nur helfen, mit groBerer Wahrscheinlichkeit gute AntikOrper zu
erhalten.

Regel 1: Die rdaumliche Struktur von Hapten und Analyt sollen sich
moglichst wenig unterscheiden.

Ein sehr instruktives Beispiel wurde von SCHLAEPPI et al. berichtet [188]. Die Autoren
versuchten ausgehend vom Atrazin (I) zwei alternative Substitutionen: (III) Spacer als Ver-
langerung der Ethylgruppe und (II) Spacer an die Aminogruppe. Die reine "Massenbilanz"
ist in diesen beiden Féllen identisch. Trotzdem war nur die erste Variante erfolgreich fiir die
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Produktion von Atrazin-Antikorpern. Das Derivat (II) scheint fiir das Immunsystem relativ
zu Atrazin unihnlich zu sein. Ursache kénnte der dritte Substituent am Amin sein (Anderung
der Bindungswinkel). Nachteile dieser Position sind auch eine Anderung der konformativen
Beweglichkeit, sowie der Basizitit. Es ist auch denkbar, daB der dritte Substituent durch
sterische Probleme die Mesomerie des Stickstoffs mit dem Triazinring unterbricht. Mogli-
cherweise sind die Kohlenstoffsubstituenten des Atrazins durch Mesomerie koplanar zum
Ring, was durch den weiteren Substituenten partiell verhindert worden ist. Auch bestimmte
tautomere Strukturen werden durch die Substitution am Stickstoff unmdglich gemacht. Die
Derivatisierung am Heteroatom erscheint wesentlich schlechter geeignet, als die am Kohlen-
stoff (siche Regel 8).
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Abb. 10: Unterschiedliche Haptene zur Gewinnung von Atrazin-Antikorpern. Nur Konjugate mit
Hapten (11l) ergaben Atrazin-bindende Antikdrper.

Es kann extrapoliert werden, daf bei Derivatisierungen sp?-hybridisierte Atome keinesfalls
durch sp>-hybridisierte ersetzt werden sollten oder umgekehrt. Atome, die eine Schliissel-
funktion in der Struktur des Molekiils haben, sind fiir Kopplungen nicht geeignet. So konnen
neue Substituenten die bevorzugte Konformation eines Stammolekiils energetisch begiinstigen
oder destabilisieren. Im Bereich der Steroide gibt es zahlreiche Untersuchungen, die die
Wichtigkeit der Erhaltung der Stereochemie unterstreichen [271].

Regel 2: Der Ladungszustand des Haptens und des Analyten miissen bei
physiologischem pH-Wert identisch sein.

Gegen diese Regel wird oft verstofien und somit sind auch schone Beispiele aus der Literatur
vorhanden. Der vielleicht bekannteste Assay mit dieser Schwiche ist der Gibberellinsiure-
RIA von WEILER [272]. Hier wurde die in Handbiichern oft empfohlene Methode ange-
wendet, eine im Analyten (I) vorhandene Carboxylat-Funktion zur Kopplung an ein Protein
zu verwenden (Abb. 11). Mit dieser Reaktion wird das negative Carboxylat in ein neutrales
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Amid (IT) verwandelt, d.h. eine Ladung geht verloren. Es wurde erwartungsgemif gefunden,
daB die Bindung der Gibberellinsiure bei niedrigem pH-Wert stirker wird. Dies wird durch
die Protonierung des Carboxylats verursacht. Die ungeladene Carbonsiure dhnelt dem
Immunogen mehr als das Carboxylat-Anion. Der ungeladene Methylester (III) wird iiber
100fach empfindlicher detektiert als die Gibberellinsdure. Das Problem wurde in der genann-
ten Arbeit so gelost, daB alle Proben vor der Messung methyliert werden.

Der analoge Effekt sowohl beziiglich des optimalen pH-Werts als auch der Bindung des
Methylesters wurde bei einem RIA fiir Abscisinsdure [273] gefunden, fiir den die gleiche
Kopplungsmethode verwendet wurde.

I 11
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HO ii 1 “/0H  HO ii i “0H
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NH
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cH, 0 e,

Abb. 11: Vergleich von Analyt, Immunogen und Gibberellinsdure-Methylester. Die negative Ladung
des Analyten (1) ist nicht im Immunogen vorhanden, folglich wird der ungeladene Methylester tiber
100fach empfindlicher detektiert als das Carboxylat.

Vollig gleichartige Probleme treten bei der Herstellung von Immunoassays fiir Chlorphenoxy-
alkancarbonsduren (z.B. 2,4-D oder 2,4,5-T) auf. Hier wird fast immer an der (stark aciden,
pK,=2.64) Carbonsiure gekoppelt [274]. So erhdlt man relativ unempfindliche Tests,
die hohe Kreuzreaktionen gegen die analogen Ester bzw. Amide aufweisen [275]. Nur
mit Tritium-markierten Tracern war es in diesem Fall moglich, einen etwas empfindlicheren
(Testmittelpunkt C=10 pg/L) Immunoassay herzustellen. Es zeigt sich hier sehr deutlich, daf
die Immunisierung strukturell zu ungezielt war. Die Hauptmenge der Antikorper ist gegen
Substanzen gerichtet, die analytisch geringes Interesse besitzen. Nur mit intern gelabelten
Substanzen gelingt es, die wenigen, eher zufillig entstandenen Antikorper gewiinschter
Spezifitit anzusprechen.

Letzte Zweifel an dieser Regel sollten die kiirzlich publizierten Kreuzreaktionsdaten eines
Bromacil-ELISAs [276] ausrdumen. Die zur Immunisierung verwendete homologe
Carbonséure hatte nur eine Kreuzreaktion von 2 % relativ zu Bromacil (Abb. 13).
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Regel 3: Es sollten im Konjugat keine sterischen Restriktionen auftreten.

Dies ist als ein Plidoyer fiir die Verwendung von langen Spacern zu verstehen. Es ist
unbestritten, daB auch bei der Stimulation von Immunzellen eine direkte Wechselwirkung
zwischen Epitop und Rezeptor stattfinden muB. Sind bestimmte Gruppen sterisch abge-
schirmt, so sind sie maskiert und konnen den Vorgang der Antikdrperinduzierung nicht
beeinflussen. Daher erscheint es sinnvoll, die Prisentation der Haptene optimal zu gestalten.

Regel 4: Durch die Derivatisierung diirfen keine wichtigen funktionellen Gruppen
verloren gehen oder stark verdndert werden.

Auch dies wird sehr oft nicht beachtet. So verwendeten VERSCHOOR et al. [203] ein Immu-
nogen, dessen Hapten mit dem hier synthetisierten i-Pr/Et/C6!! identisch ist. Vergleicht
man diese Verbindung mit Atrazin, so erkennt man, dafl das Chloratom substituiert wurde.
Die Folge war, daB der isolierte monoklonale Antikdrper zwar das Hapten binden konnte,
jedoch nicht fiir die Bestimmung von Atrazin geeignet ist. Auch die viel verwendeten
Ametrynsulfoxid-Konjugate (siehe S. 32) stellen dhnliche Strukturen dar. Véllig im Einklang
mit Regel 4 liefern diese Inmunogene zwar gute Antikorpertiter, jedoch bei unzureichenden
Empfindlichkeiten und unerwiinschten Kreuzreaktionsmustern. Daher werden diese Konjugate
bei Immunisierungen in neuerer Zeit nicht mehr verwendet. Das positive Gegenbeispiel ist
das sehr erfolgreiche Konjugat, das mit Hilfe des Haptens i-Pr/Cl/C6 hergestellt wurde. Hier
konnten alle wichtigen Gruppen erhalten werden, der Spacer wurde an einem sterisch
freistehenden Kohlenstoff unter formalem Verlust eines einzigen Wasserstoffatoms ange-
bracht, die raumliche Struktur des Molekiils diirfte weitgehend mit Atrazin iibereinstimmen.

Es ist sicher kein Zufall, daB bei den Arbeiten von GOODROW et al. [193] nur die i-Pr/Cl/C6-
Immunogene selektive Atrazin-Seren lieferten. Die Thioderivate i-Pr/Et/3MPS und
Et/Et/3MPS induzierten die Bildung von Antikérpern, die bevorzugt Thioderivate binden.
Diese starke Differenzierung ist insofern beachtenswert, als dal Schwefel oft als immuno-
logischer Ersatz fiir Chlor verwendet wird. Diese Approximation scheint also nur méBig zu
gelingen und kann daher nicht allgemein empfohlen werden.

Regel 5: Durch den Spacer sollen in unmittelbarer Néhe des Analytmolekiils keine
neuen charakteristischen Gruppen eingefiihrt werden.

Dies ist eine Erweiterung der Regel 4 und soll bedeuten, da§ z.B. die Einfiihrung eines
Heteroatoms die Polaritit, Aciditit, Elektronendichte etc. stark veriandern kann. Man denke
nur an den Ubergang von Benzol zu Anilin oder Phenol. Noch krassere Beispiele sind aus
der Literatur bekannt. So werden nicht selten zu Kopplungszwecken Nitrogruppen in Amino-
gruppen iiberfiihrt [277]. Auch Azokupplungen konnen nicht als ideal gelten.

11 Erklarung sieche ABKURZUNGEN.
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Regel 6: Charakteristische Gruppen, die gut differenziert werden sollen, miissen vom
Protein abgewandt angeordnet sein.

Diese Erkenntnis stammt im Kern schon von LANDSTEINER [278]. Gruppen, die in der
Nihe des Spacers liegen oder "hinter" einem sterisch anspruchsvollen Molekiilteil liegen,
werden oft ignoriert oder zumindest nicht streng unterschieden. Moglicherweise kann aus
raumlichen Griinden eine Antikorperbindungsstelle nicht jede "Hinterschneidung" erfassen.
Somit bilden sich "Hohlrdume", die natiirlich nicht zur Differenzierung beitragen konnen.
In diesen Problemkreis gehort die Tatsache, daf Antiseren, die mit i-Pr/Cl/C6-Konjugaten
gewonnen wurden (Serum C193), immer hohe Kreuzreaktionen zu Propazin zeigten, obwohl
die Differenzierung an anderen Molekiilteilen oft hervorragend ist. Die fragliche Stelle im
Hapten des Immunogens entspricht genau dem eigenen "Windschatten" des Molekiils. Ein
vollig analoges Verhalten zeigt das Serum C10, das zur Bestimmung von Desalkylmetaboliten
mit Hilfe des Haptens H/Cl/C6 gewonnen wurde. Die Kreuzreaktionen der Verbindungen
H/CI/Et (Desisopropylatrazin) und H/Cl/i-Pr (Desethylatrazin) fast gleich gro8. Der Unter-
schied bezogen auf das Immunogen liegt exakt an der gleichen Stelle, wo das Propazin-
Problem auftritt. Sieht man die Sache positiv, so kann man auch daran denken, diesen
"Molekiilschatten” dazu auszunutzen, Spacer ohne negative Folgen auf eine eigentlich
"verbotene" Art anzubringen.

Regel 7: Der Spacer sollte nicht sterisch anspruchsvoll sein.

Diese Regel kann durch Arbeiten von GEE et al. [279][280] illustriert werden.
Immunoassays fiir das Thiocarbamat Molinat (I) wurden durch Immunisierung mit zwei
unterschiedlichen Konjugaten (II) und (III) entwickelt (Abb. 12). Das Derivat (II) ist nicht
sperrig und entspricht der Regel ungeféhr. (II) wurde mittels Gemischter Anhydridmethode
an KLH gekoppelt. Bedauerlicherweise wurde keine Immunisierung mit dem gleichfalls
synthetisierten analogen C¢-Derivat durchgefiihrt. Die Verbindung (III) mit einem sterisch
anspruchsvollen und wenig flexiblen Spacer wurde mittels Diazotierung an ein Protein
gekoppelt. Nur das Konjugat des Haptens (II) lieferte nutzbare Antikoérper. Eine analoge
Beobachtung wurde bei einem Immunoassay fiir das chemisch verwandte Herbizid EPTC
(Eptam) gemacht [279].

Regel 8: Die Anbringung des Spacers sollte bevorzugt durch C-C-Chemie geschehen.

Dies ist natiirlich nicht wortlich gemeint, sondern kann sich auf eine formale C-C-Kniipfung
beschrdnken, wie z.B. im i-Pr/C1/C6. Gerade diese Verbindung ist ein gutes Beispiel fiir die
erfolgreiche Anwendung dieses Prinzips. In einer neuen Publikation [276], die liber einen
ELISA zur Bestimmung von Bromacil (Abb. 13, I) berichtet, wurde Regel 8 eindrucksvoll
bestitigt. Als Kopplungsstelle fiir einen Carbonsdurespacer wurde sowohl ein Ringstickstoff-
Atom, als auch eine C-C-Kniipfung mittels einer Malonestersynthese verwendet. Obwohl das
Immunogen mit C-N-Kniipfung (III) einen ldngeren Spacer als das Hapten (II) besitzt,
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ermoglicht das C-C-gekniipfte Hapten einen 15fach empfindlicheren Test. Dies unterstreicht
die hohe Prioritit dieser Regel. Bei identischen Spacerldngen ist ein noch groéBerer Unter-
schied zu erwarten.
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Abb. 12: Haptene fiir die Gewinnung von Molinat-Antikorpern.
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Abb. 13: Haptene fiir die Gewinnung von Bromacil-Antikérpern.

Einen wichtigen Artikel zum Thema dieses Abschnitts haben HARRISON et al. [281]
veroffentlicht. Es kann die Meinung der Autoren nur unterstrichen werden, daf die In-
vestitionen in die Synthese und deren Planung mindestens genauso grof sein sollen, wie der
Aufwand im immunologischen Teil. Mingel in einem der beiden Gebiete kénnen durch
vermehrte Anstrengungen im anderen Bereich nicht kompensiert werden. Auch sollte man
daran denken, negative Ergebnisse der Offentlichkeit zugénglich zu machen, da sie wertvolle
Hinweise auf zukiinftiges Vorgehen geben kdnnen.
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Hingewiesen werden soll auf die Problematik der chemischen und biochemischen Stabilitat
von Haptenen. Diesem Punkt wurde bisher nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Es muf3
jedoch klar sein, daB bei einer Immunisierung das Immunogen in eine biochemisch "ag-
gressive" Umgebung entlassen wird. Zahllose Enzyme versuchen, gezielt oder ungezielt,
einen Um- oder Abbau des injizierten Derivats zu erreichen. Auch rein chemische Prozesse
konnen eine Derivatisierung oder einen Zerfall verursachen. Hydrolyse [246] ist nur das
bekannteste Beispiel. Diese Metabolisierung ist je nach Stoffklasse extrem unterschiedlich
schnell. Es ist daher denkbar, daB es Haptene gibt, die eine zu kurze Lebensdauer im Blut
haben, um immunogen zu wirken. Hier ist die Frage angebracht, ob nicht ein Immunoassay
gegen einen (stabileren) Metaboliten sinnvoller wire. Vollig unndtige Probleme handelt man
sich ein, wenn nicht das Hapten an sich, sondern der Spacer oder die Anbindungsstelle labil
ist (z.B. Phenolester). Hier ist eine verbesserte Synthese mit stabilen Kopplungen gefragt.
Ausreichende Stabilitit ist nicht nur Voraussetzung fiir eine Inmunisierung, sie vereinfacht
auch die Herstellung und Lagerung von Enzymkonjugaten.

3 Sensitivitit
3.1 Allgemeines

Die Empfindlichkeit eines Tests wird oft unterschiedlich definiert [282]. So verstehen
darunter einige Autoren die Steigung einer Eichkurve. Andere meinen den Testmittelpunkt
oder die Nachweisgrenze. Auch die Nachweisgrenze wird sehr unterschiedlich definiert:
Nullwert minus n Standardabweichungen oder X %-Inhibition was identisch ist mit (100-X) %
B/B,. Da die statistisch korrekte Berechnung einer Nachweisgrenze bei sigmoidalen Eich-
kurven und heteroskedastischen Fehlern recht komplex ist [283], wird hier die Nachweis-
grenze als Mittelwert des Nullwerts minus 3 Standardabweichungen definiert [104][284].
Nimmt man einen maximalen Variationskoeffizient von 5% an und ersetzt man den Nullwert
durch den stabileren Parameter A, so gelangt man iiber die 3s-Definition zwanglos zur 15%
Inhibition-Definition (oder 85% normierte Absorption) [285]. Besonders anschaulich ist
die Darstellung von Vertrauensbereichen ("confidence interval") bzw. Prazisionsprofilen. Die
Berechnung ist zwar keineswegs trivial [286], aber lohnt sich bei Routine-Assays sicher-
lich.

Die Sensitivitit eines Tests ist ein sehr wichtiges Qualititskriterium. Da die Sensitivitit
primdr auf der Affinitit des Antikdrpers zum Analyten beruht [287], ist es nicht ver-
wunderlich, daf§ unter iiblichen Bedingungen die Affinitdtskonstante bestimmend fiir die
maximal erreichbare Sensitivitdt ist. Es erscheint aber recht merkwiirdig, daB dieser hohe
Stellenwert der Affinititskonstante im kommerziellen Bereich weitgehend ignoriert wird. So
werden von vielen groBen Firmen monoklonale und polyklonale Antikorper verkauft, ohne
die geringsten Informationen iliber die Affinitit machen zu konnen. Niemand kann daher
vorher abschitzen, ob ein Antikorper fiir eine Anwendung empfindlich genug ist.
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Die geringe Verbreitung von Angaben zur Affinitdt hat natiirlich handfeste Griinde. Die
Bestimmung von Affinitatskonstanten war bisher eine teure und aufwendige Angelegenheit.
Zudem brauchte man ein radioaktives Derivat, das nur in selteneren Fillen (fiir RIAs)
kommerziell zuginglich ist. Daher wurde aus Kostengriinden auf eine Bestimmung der
Affinitat bei vielen Firmen verzichtet. Dies konnte sich nun aber grundlegend dndern. Die
im Abschnitt liber Gleichgewichtskonstanten (S. 115) vorgestellte Methode ist so einfach, daf}
sie von jedem ELISA-Labor routinemiBig mit geringem Aufwand durchgefiihrt werden kann.

Verursacht durch die Verwirrung bei der Definition der Empfindlichkeit eines (kompetitiven)
Immunoassays werden auch unvereinbare Konzepte vorgeschlagen, optimale Sensitivitit zu
erreichen. So haben YALow und BERSON basierend auf der Steigungsdefinition abgeleitet,
das Optimum lige bei einer Antikdrperkonzentration von 1/K. EKINS et al. konnten dagegen
zeigen, daB empfindliche Messungen nur bei [Y] = 0 moglich sind [288]. Diese Publika-
tion ist auch als Diskussion iiber das Thema Empfindlichkeit sehr informativ. Sie gibt eine
sehr anschauliche Erklirung fiir das Phianomen der Affinititslimitierung und diskutiert die
prinzipiellen Unterschiede von kompetitiven und nicht-kompetitiven Assays.

3.2  Strukturelle Uberlegungen

Die wichtigsten Punkte wurden schon im Abschnitt "Strukturelle Aspekte" angesprochen.
Hier soll nur noch auf die speziell sensitivititsrelevanten Bereiche eingegangen werden.

Die stirkste EinfluBnahme auf den Testmittelpunkt ist {iber den Antikérper moglich. Miissen
erhebliche Verbesserungen der Sensitivitit erreicht werden, dann ist nur die Herstellung eines
neuen Antikorpers rentabel. Erst wenn nur noch geringe Verbesserungen notwendig sind,
sollte man an Optimierungsmafnahmen denken. Die hohe Prioritit des Antikorpers erzwingt
die sorgfiltige Planung von Haptensynthese, Kopplung und Immunisierung.

Bei monoklonalen Antikorpern kann in Grenzen eine mittelmadBige Immunisierung ausge-
glichen werden. Durch ein optimales Screening und einem erhdhten Suchaufwand konnte der
betreffende Antikorper doch noch gefunden werden. Auch hier stellt sich jedoch die Frage,
ob ein gut designtes Immunogen nicht die schnellste und rentabelste Losung darstellt.

Viel Aufwand wird in die Optimierung von Tracern und immobilisierten Haptenderivaten
gesteckt. Dahinter steckt die Vermutung, daB sich die Empfindlichkeit noch erheblich
verbessern lieBe. Besonders heterologe Testkombinationen aller Art sind sehr beliebt.
Realistischerweise muB man jedoch sehen, daB hier meist nur geringe Verbesserungen
moglich sind, die sich hiufig in der Nihe der Signifikanzgrenze bewegen.
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3.3  Kinetische Uberlegungen

Kompetitive Inmunoassays sind, wenn sie einer Optimierungsphase unterworfen waren, sehr
oft affinititslimitiert. Das heiBt, daB nur die Gleichgewichtskonstante des Antikorpers die
Nachweisgrenze bestimmt. Kinetische Varianten kdnnen zwar dazu dienen, diese Grenze
moglichst einfach zu erreichen, durchbrochen werden kann sie normalerweise jedoch nicht.
Eine Ausnahme stellt die folgende, etwas exotische Methode dar, die auf kinetischen Eigen-
schaften basiert. So wurden von FREYTAG et al. [289] ein Test auf Basis einer Affinitits-
sdule vorgestellt, der die Affinititslimitierung iiblicher kompetitiver Tests liberwindet. Der
Analyt wird hier mit einem groBen Uberschu8 an F,,-Enzym-Konjugat versetzt. Nachdem
sich der Hapten-F,,-Komplex gebildet hat, wird die Mischung iiber eine Affinititssdule mit
immobilisiertem Hapten gegossen. Die Kapazitit der Sdule muB so bemessen sein, dafl das
F,,-Konjugat problemlos quantitativ gebunden werden kann. Die Saule verlassen dann nur
F,,-Konjugate, die ein Analytmolekiil gebunden haben. Die Menge des durchgelaufenen Kon-
jugats wird iber die Enzymaktivitit photometrisch gemessen. Dieser Test ist im Gegensatz
zu allen anderen Hapten-Immunoassays nicht durch die Gleichgewichtskonstante, sondern
durch die Dissoziationskonstante des Analyt/Antikdrper-Komplexes limitiert.

Zu den iiblichen kinetischen Varianten kann die sequentielle Inkubation gezéhlt werden. Der
Analyt wird zuerst mit dem Antikdrper vorinkubiert, dann wird der Tracer zugesetzt. Im
Bereich der RIAs wird dieses Verfahren, das dort "kalte"!? Vorinkubation genannt wird,
schon seit langem zur Steigerung der Empfindlichkeit eingesetzt [290][291]. Inter-
essanterweise hat sich die Kurzinkubation von Tracern bisher nicht allgemein durchsetzen
konnen, trotz der unbestrittenen Sensitivitits- und Zeitvorteile.

3.4  Testdesign

Besonders haufige Kontroversen entwickeln sich um die Frage Antikorper-Immobilisierung
oder Antigen-Immobilisierung. Beide Tests haben ihre Vorziige, doch im Bereich der
Sensitivitit ist der Antikérper-immobilisierte Test eindeutig iiberlegen [47][48]. Diese Variante
hat auch Vorteile beziiglich unspezifischer Bindung und einfacherer Testdurchfiihrung.
Zudem ist es ginstiger, das grofte Reagenz-Molekiil zu immobilisieren, da andernfalls
verstarkt Diffusionsprobleme auftreten konnen (Antikérper M, 160.000 gegeniiber POD
M; 40.000). Andere Testkonfigurationen haben im Bereich der Umweltanalytik bislang keine
Bedeutung erlangt. Dies hiangt mit der GroBe der zu untersuchenden Molekiile zusammen:
Kompetitive Immunoassays bieten weniger (sinnvolle) Moglichkeiten zur Variation des
Testaufbaus als nicht-kompetitive.

In neuerer Zeit ist eine Firma mit Immunosdulen auf den Markt gekommen [292], die
behauptet, ihr Testdesign fithre zu einer erheblich verbesserten Empfindlichkeit. Basis ist eine

12 wgalt" bedeutet hier nicht-radioaktiv.
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Affinititssiule, die mit grofen Mengen Antikorper beladen ist. Postuliert wird nun, daB beim
Durchlaufen einer Wasserprobe der Analyt festgehalten und angereichert wird. Gibt man nun
einen Tracer auf die Sdule (Peroxidase), so lduft ein iiblicher kompetitiver Test ab. Vom
theoretischen Standpunkt ist es mehr als zweifelhaft, ob diese Konfiguration irgendwelche
Vorteile bietet. Es 148t sich leicht zeigen, daB bei allen kompetitiven Immunoassays (eine
Ausnahme bildet das Verfahren von FREYTAG et al. [289]) die Empfindlichkeit abnimmt,
wenn die Antikdrperkonzentration zunimmt. Maximale Empfindlichkeit wird also bei einer
minimalen Antikorperkonzentration erreicht. Da dieses Verhalten vom Design und vom Label
vollig unabhingig ist, diirfte diese Regel auch fiir diesen neuen Test gelten.

Das gleiche gilt fiir die Methode von HUBER [182], der durch die Verwendung von anti-
korperbeladenen Polystyrolperlen erhebliche Empfindlichkeitssteigerungen im Vergleich zum
Mikrotiterplattenformat erreicht haben will. Zumindest liegt der Mechanismus einer solchen
Verbesserung vollig im Dunkeln.

3.5 Sonstige Einfliisse

In diesem Abschnitt wird eine breite Auswahl an Methoden vorgestellt, die zumindest als
empfindlichkeitssteigernde MaBnahme diskutiert wurden.

Beim Vorliegen eines mittelméBigen Antiserums wird oft versucht, durch Affinititschromato-
graphie eine Verbesserung herbeizufithren. Bei Hapten-Immunoassays hat dieses Verfahren
jedoch nur unbedeutende Erfolge vorzuweisen. Es ist einleuchtend, daf bei einer Affinitits-
chromatographie das Spektrum der Antikdrperpopulationen veradndert wird. Es konnen jedoch
keine "besseren" Antikorper isoliert werden konnen als im Serum vorhanden sind. Bei vielen
Hapten-Immunoassays verhalten sich zudem die Antikorper "pseudomonoklonal” [231], d.h.
eine Fraktion (vermutlich die beste) dominiert den Test, auch ohne Vorreinigung des Serums.

In einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit wurde versucht, einen besseren Carrier fiir Hapten-
immobilisierte Antikorper zu finden [293]. Die Unterschiede in den Testmittelpunkten
sind jedoch gering. Zudem wurde mit einer antikdrperimmobilisierten Variante ein mindes-
tens um den Faktor 2 niedrigerer 50%-Wert erzielt [285].

Das Thema Label wurde schon in der Einleitung ausfiihrlich behandelt. Da aber so viele
Anstrengungen in dieser Richtung unternommen werden, soll noch ein Resiimee gezogen
werden:

Bei einer Diskussion um Label fiir Immunoassays darf nicht die Differenzierung zwischen
kompetitiven und nicht-kompetitiven Assays vergessen werden [294]. Nur bei den letzte-
ren fiihrt eine Verbesserung der Nachweisgrenze des Labels auch zu einem verbesserten Test.
Bei kompetitiven Tests (alle Pestizid-Immunoassays fallen in diese Klasse) geniigt es, €in
ausreichend empfindliches Label zu verwenden. Wobei der Ausdruck "ausreichend" relativ
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zur Affinititskonstante des Antikorpers gesehen werden muB: D.h. nur Antikérper mit
extrem hohen Affinititskonstanten kénnen bessere Label ausnutzen. Dieser Sachverhalt wird
oft iibersehen und fiihrt zu vielen Publikationen, die von der erfolglosen Anwendung eines
neuen Labels zur Verbesserung eines kompetitiven Immunoassays berichten [121]. Dieses
Problem tritt vollig analog auch bei sehr hochentwickelten sog. Verstirkungsreaktionen
[295] auf. So wird das in vielen Bereichen hilfreiche Biotin-Avidin-System mit sehr ma-
Bigem Erfolg zur Optimierung von kompetitiven Immunoassays verwendet. Auch Enzym-
Kaskaden [110], die extreme Verstirkungsfaktoren erreichen, sind hier zu nennen. Diese
Unterfangen miBlingen zur Uberraschung vieler Experimentatoren regelmiBig, weil fast alle
dieser kompetitiven Immunoassays in einem weitgehend affinititslimitierten [41] Bereich
arbeiten.

JACKSON und EKINS [105] haben eine fundamentale Gleichung fiir kompetitive Inmunoassays
formuliert, die die maximal erreichbare Sensitivitit angibt:

cv,
Empfindlichkeit = T° (Gl 25)

mit  Empfindlichkeit,,,  Standardabweichung der Messung der Konzentration 0 [mol/L]
sowie CV, Variationskoeffizient bei der Konzentration 0
und K Affinititskonstante des Analyten [L/mol]

Es ist leicht ersichtlich, daB neben dem bei unterschiedlichen Tests fast konstanten Varia-
tionskoeffizient CV,, nur die Affinititskonstante des Antikdrpers in das Ergebnis eingeht.
Sollte bei einem beliebigen kompetitiven Immunoassay eine Nachweisgrenze in der Nihe
dieses theoretischen Werts erreicht werden, so ist Affinititslimitierung vorherrschend.

Wenn es keine Anzeichen gibt, daff der Test seine thermodynamische Grenze erreicht hat,
ist es sinnvoll, ein besseres Label zu suchen und zu verwenden. Ist aber der Testmittelpunkt
(oder Nachweisgrenze) am durch die Affinititskonstante festgelegten Grenzwert angekom-
men, sind alle weiteren Bemiihungen zum Scheitern verurteilt.

Eine weitere, sehr direkte Methode setzt an der Affinititskonstante an. So kann bei einer
geeigneten thermodynamischen Konstellation eine Temperaturabhidngigkeit der Gleichge-
wichtskonstante vorhanden sein. Eine entsprechende Veranderung der Temperatur (meist
Abkiihlung) ergibt dann eine Verbesserung des Testmittelpunkts. Bedauerlicherweise wurde
gefunden, daB viele Haptenkomplexe eine sehr geringe Temperaturabhéngigkeit zeigen.

Als "letzte" Moglichkeit mochte ich die Anreicherung bzw. Extraktion anfiihren. Sie ist von
der Anwendung her sicher nicht optimal zu nennen, bei extremen Matrixproblemen bleibt
jedoch kaum ein anderer Ausweg (z.B. Riickstandsanalytik in Lebensmitteln [296]). Auch
ist es denkbar, auf diese Weise in fast unvorstellbar niedrige Konzentrationsbereiche vor-
zustoBen, vorausgesetzt, die Anreicherung funktioniert auf diesem Konzentrationsniveau
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noch. Man sollte sich jedoch im Klaren sein, da man mit Anreicherungsverfahren den
Bereich der Screeningmethode verlidfit und eine aufwendige Labormethode entsteht.

In diesen Bereich sind auch Immunoaffinititssiulen einzuordnen, die aufgrund ihrer iiber-
ragenden Selektivititseigenschaften wohl allen anderen Anreicherungsverfahren weit iiber-
legen sind. Die besonders bei hohen Antikorperkonzentrationen hervorstechenden Selektivi-
tatsliicken (strukturanaloge Verbindungen) weisen darauf hin, dal Immunoaffinititssdulen mit
besonderem Vorteil in Kombination mit klassischen analytischen Verfahren (z.B. GC
[297]) angewendet werden sollten.

4 Selektivitiit
4.1 Allgemeines

Die Selektivitit von ELISAs oder Immunoassays im allgemeinen wird gelegentlich kritisch
beurteilt. Dies ist manchmal begriindet und bezieht sich auf die unvermeidlichen Kreuzreak-
tionen. Oft beruht dieses MiBtrauen aber auch nur auf mangelnder Information: Immunoas-
says werden mit Biotests gleichgesetzt und man vermutet daher, daB die Komplexitit eines
lebenden Systems nur sehr vage Aussagen in der Art einer Toxizitit ermdgliche. DaB
Immunoassays rein chemische Systeme darstellen, die sich mit physikochemischen Gesetzen
restlos beschreiben lassen, ist oftmals nicht bekannt. Um dieser unbegriindeten Unsicherheit
gegeniiber "biochemischen" Molekiilen entgegenzuwirken, sei hier angefiihrt, daB die
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung in ihrer Selektivitét von keiner anderen Wechselwirkung
tibertroffen wird. Dies sieht man besonders bei einem Vergleich der Affinititschromato-
graphie (mit Antikdrpern) und einer klassischen priparativen HPLC. Geht man von einer
identischen Matrix aus, so ist der Anreicherungsfaktor (und damit der Separationseffekt) bei
einer Affinititschromatographie leicht um mehrere Zehnerpotenzen besser.

Selektivitit von Immunoassays war kein expliziter Schwerpunkt dieser Arbeit. Da aber
Sensitivitdt und Selektivitit eng miteinander verkniipft sind, und zur Charakterisierung von
Antikérpern immer eine Bestimmung der Kreuzreaktionen gehdrt, stehen Daten zur Ver-
fiigung, die sich auf das Problem der Kreuzreaktionen beziehen.

4.2 Definitionen der Kreuzreaktion

Obwohl in den meisten Bereichen der Immunchemie Konsens dariiber besteht, wie Kreuz-
reaktionen zu definieren bzw. anzugeben sind, brechen doch regelmiBig Kontroversen iiber
die "sinnvollste" Definition auf. Inzwischen hat sich eine ganze Reihe von unterschiedlichen
Definitionen angesammelt, wobei sich bis jetzt keine der neuen Varianten wirklich durch-
setzen konnte.
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Die haufigste Form bezieht sich auf die Testmittelpunkte (C oder 50%-Wert) und wurde
erstmals 1969 von ABRAHAM [298] vorgeschlagen. Es wird ein Quotient zwischen dem
Testmittelpunkt der Standardsubstanz und der zu vergleichenden Substanz gebildet. Die
Angabe der Kreuzreaktion CR erfolgt in Prozent relativ zur Standardsubstanz.

C
CR = (M) - 100%

CTest

Diese Definition wird in zwei Varianten benutzt. Die molare Kreuzreaktion bezieht sich auf
Testmittelpunkte in [mol/L], die massenbezogene Kreuzreaktion auf Testmittelpunkte in
Massenkonzentrationen. Fiir Struktur-Wirkungsbeziehungen ist eindeutig die molare Form
vorzuziehen. Fiir analytische Zwecke konnte die letzere Form Vorziige aufweisen, da man
normalerweise in Massenkonzentrationen rechnet. Es soll darauf hingewiesen werden, da}
die molare Kreuzreaktion unter bestimmten Bedingungen (siehe S. 116) direkt mit den
jeweiligen Gleichgewichtskonstanten der verglichenen Analyten zusammenhéngt.

Von BERZOFSKY und SCHECHTER [299] wurden Kreuzreaktionen aufgrund ihrer Herkunft
in "shared reactivity" und "cross reactivity" differenziert. Diese Unterscheidung betont den
Unterschied zwischen polyklonalen und monoklonalen Antikdrpern.

Ich mochte hier weitere Unterscheidungen einfithren: Kreuzreaktion von reinen Stoffen und
Kreuzreaktion von Gemischen. Gemessen wird in der Regel nur die erstere; genaugenommen
ist dann jedoch auch nur eine Korrektur bzw. Umrechnung von Einstoff-Losungen erlaubt.
Bei parallelen Eichkurven diirfte dies nicht zu Komplikationen fiihren.

Da bisher die Additivitat der Inhibition bei Mischungen noch nicht nachgewiesen wurde,
diirfte im allgemeinen Fall eines n-Stoff-Gemisches nur der duferst aufwendige Weg liber
eine schachbrettartige (bzw. n-dimensionale) Versuchsanordnung mit jeweils variierten
Analytkonzentrationen offenstehen.

Es ist lange bekannt, daB Kreuzreaktionen nur unter den Testbedingungen giiltig sind, unter
denen sie gewonnen wurden. Geringe Abdnderungen der Testbedingungen (gewollt oder
ungewollt) konnen zu verinderten Kreuzreaktionen fiithren. Es ist jedoch unbefriedigend, ein
so wichtiges Charakteristikum eines ELISAs von unzéhligen Versuchsparametern abhéngig
zu machen. Es wire wesentlich sinnvoller, Kreuzreaktionen unter "Standardbedingungen" zu
messen und sich um eine rechnerische oder semiempirische Korrektur fiir die einzelnen
Testparameter zu bemiihen.

Bei dieser Diskussion wird auch klar, daB es dariiberhinaus mindestens zwei grundsitzlich
unterschiedliche Kreuzreaktionen geben muf: Eine Kreuzreaktion unter Gleichgewichts-
bedingungen und Kreuzreaktionen unter kinetisch limitierten Bedingungen. Da Gleichge-
wichtskonstanten und Dissoziationskonstanten bzw. Gleichgewichtskonstanten und Assozia-
tionskonstanten nicht unbedingt konform gehen, ist es sehr unwahrscheinlich, daff hier
identische MeBwerte erhalten werden.
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Eine erste Verbesserung ist die Definition einer etwas modifizierten molaren Kreuzreaktion,
die sich nicht auf die Testmittelpunkte allgemein stiitzt, sondern auf die Gleichgewichts-
konstanten der Analyten. Zwei Angaben wiren hier sehr informativ, die Gleichgewichts-
konstante und die Kreuzreaktion (= normierte Gleichgewichtskonstante).

Kre ] . 100% GL 27)

KStandard

CR (

Die Schwierigkeit Kreuzreaktionen direkt in analytische MeBergebnisse einzurechnen, sowie
die Problematik der nicht parallelen Eichkurven hat dazu gefiihrt, daB andere Definitionen
vorgeschlagen wurden. Sie unterscheiden sich in erster Linie von der vorgenannten Defini-
tion, daB nicht eine konstante "Hemmung" verglichen wird, sondern eine bestimmte Stan-
dard-Konzentration (z.B. CRy.y [300][301]).

CR. - Inhibition(Testsubstanz), .
(ng) Inhibition(Standard), ,,

- 100 [%] (Gl. 28)

Es ist offensichtlich, daB diese Methode nicht einer gewissen Willkiir in der Wahl dieser
Konzentration entbehrt. Die Auswahl mehrerer Konzentrationen kann dieses Dilemma zwar
etwas mildern, aber nicht 16sen. Eine neue Variante wurde erstmals von ULRICH et al.
[302] vorgeschlagen und von KEUCHEL et al. [303] bei TNT-ELISAs sowie von
MEISENECKER [304] bei PAH-ELISAs angewendet. Sie konnte man als Hybridform der
CR(lng)- und der 50%-Wert-Methode ansehen. Die Definition lautet:

Abs(Standardsubstanz), ., = Abs(Testsubstanz) (Gl. 29)

x pg/L

mit CRyybr.(1 pg1) = X png/L, wobei 1 pg/L durch jede beliebige sinnvolle Konzentration
ersetzt werden kann.

Diese Methode erméglicht es, die Kreuzreaktionen in verschiedenen Konzentrationsbereichen
halbquantitativ zu vergleichen. Will man aber die Kreuzreaktion einer unbekannten Probe
umrechnen, so bendtigt man die MeBBwerte bei genau dieser Konzentration, die zufélligerwei-
se kaum zur Verfiigung stehen diirfte. Daten aus der Literatur wéren so gut wie nicht
vergleichbar, jeder wiirde die Kreuzreaktion bei einer gerade genehmen Konzentration
angeben. In der Konsequenz fiihrt dies zu einem Kreuzreaktionsprofil in Abhédngigkeit der
Konzentration der beiden zu vergleichenden Analyten. Der einfachste Fall von zwei kreuzrea-
gierenden Substanzen wurde 1977 von LLEWELYN et al. [305] bearbeitet. Der allgemeine
mehrdimensionale Fall ist jedoch in der Praxis schwerlich zu realisieren: Man bendétigt eine
riesige Menge MeBdaten aus sehr vielen Konzentrationskombinationen. Es ist im Moment
kaum denkbar, auch nur fiir einen Test und ein Substanzpaar diese MeBarbeit routineméaBig
zu leisten. Zudem kann vermutet werden, daB dieses Profil einen erheblichen Anteil an
redundanter Information enthélt.
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Eine Diskussion iiber die Vor- und Nachteile von fiinf unterschiedlichen Methoden Kreuz-
reaktionen zu berechnen, haben kiirzlich MILLER und VALDES [306] publiziert. Sie
befiirworten die klassische Methode iiber den 50%-Wert, sowie ein "Interferogramm", das
der mehrdimensionalen Bestimmung der Kreuzreaktion in Mischungen entspricht.

Uberlegungen zum Thema Kreuzreaktionen sollten von der moglichen Form der Eichkurven
ausgehen. Die von RODBARD eingefiihrte 4-parametrige logistische Funktion (siehe S. 23) ist
ein guter Ansatz. Da optimierte Hapten-Immunoassays keine Probleme mit dem "Uber-
schuBwert"13 haben, kann der Einflu$ der Parameter A und D vernachlissigt werden. Im
einfachsten Fall nimmt der Steigungsparameter B den Wert 1 an. Unter diesen Umstinden
sind alle Eichkurven parallel. Eine (hdufig auftretende) Abweichung des Werts B von 1 fiihrt
zur Nicht-Parallelitit (Abb. 14). Hier soll an diesen synthetisch erzeugten Eichkurven gezeigt
werden, welche Auswirkungen verschiedene Definitionen von Kreuzreaktionen haben. Um
die willkiirliche Wahl von Testwerten zu vermeiden, wurden vollstindige Kreuzreaktions-
profile berechnet, die die Abhédngigkeit von der Analytkonzentration angeben. Im Prinzip
konnen weitgehend alle bisher benutzten Methoden auf zwei Verfahren zuriickgefiihrt
werden. Die erste Klasse enthilt die tibliche 50%-Methode und berechnet den Quotienten bei
identischen (relativen) Absorptionen, z.B. 50 %. Dies kann leicht fiir alle normierten
Absorptionswerte zwischen 0 und 100 % verallgemeinert werden. Die zweite Klasse enthilt
die 1 ng-Methode von DE LAUZON [301], die parallel zur Ordinate arbeitet und zwei Inhibi-
tionswerte (1 - Abs, ) verwendet. Auch hier ist die Verallgemeinerung einfach: Man wahlt
nicht nur eine oder wenige Konzentrationen, sondern berechnet die Kreuzreaktionen in einem
ganzen Konzentrationsintervall. Fiir beide Fille, konstante Absorption bzw. konstante
Konzentration, wurden die Kreuzreaktionsprofile fiir die in Abb. 14 angegebenen Eichkurven
berechnet.

In Abb. 15 sind die erhaltenen Kreuzreaktionsprofile in Abhingigkeit von der Analytkonzen-
tration dargestellt. Es wird jeweils eine parallele (B=1.0) und eine nicht-parallele Eichkurve
(B=0.5) verglichen.

Die Methode der konstanten Absorption fiihrt bei parallelen Eichkurven zu einer iiber den
gesamten Konzentrationsbereich identischen Kreuzreaktion von 10 %. Das bedeutet, daB bei
parallelen Eichkurven keine Konzentrationsabhingigkeit der iiblichen Kreuzreaktion existiert.
Bei nicht-parallelen Eichkurven dagegen dndert sich das Bild drastisch. Die Kreuzreaktion
beginnt bei hohen Konzentrationen sehr niedrig und steigt dann stark an. Deshalb ist bei
nicht-parallelen Eichkurven die Angabe eines einzelnen Kreuzreaktionswerts nicht adiquat.

13 Signal bei sehr hohen Analytkonzentrationen.
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Abb. 14: Synthetische Eichkurven zur Diskussion der Kreuzreaktion. Erzeugt mit 4-parametriger

Gleichung, A=1, D=0, C und B wie angegeben. Die durchgezogene Linie zeigt die Eichkurve des
Analyten, die beiden gestrichelten Linien zwei kreuzreagierende Substanzen.
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Abb. 15: Vergleich von grundlegenden Kreuzreaktionsdefinitionen. Es wurden die Kreuzreaktionen
der beiden gestrichelten Kurven in Abb. 14 mit drei unterschiedlichen Verfahren berechnet, Abs.:
Konstante Absorption (analog ABRAHAM), Konz.: Konstante Konzentration (analog DE LAUZON), Hybr.:

"Hybrid"-Methode (normiert, analog ULRICH); B=1.0 beschreibt jeweils eine parallele Eichkurve,
B=0.5 eine nicht-parallele, Cy,,,,=1.0 pg/L, Cypq,=0.1 pg/L.
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Die Methode der konstanten Konzentrationen fiihrt bei niedrigen Analyt-Konzentrationen zu
einer Kreuzreaktion, die dem iiblichen Wert (10 %) nahekommt. Bei hohen Analyt-Konzen-
trationen dagegen erhilt man recht kuriose Werte: die Kurve ndhert sich asymptotisch
100 %. Bei einer nicht-parallelen Eichkurve (B=0.5) wird eine Kurve mit ausgeprigtem
Minimum erhalten.

In der Mitte der beiden Verfahren bewegt sich die "Hybrid"-Methode. Fiir die Auftragung
in Abb. 15 wurde eine Normierung vorgenommen, die einer Division durch die Konzen-
tration der Referenzsubstanz entspricht. Bei parallelen Eichkurven erhilt man identische
Werte im Vergleich zur Absorptionsmethode: Eine konstante Kreuzreaktion von 10 %. Die
Grenzfille hohe bzw. niedrige Konzentration bei nicht-parallelen Eichkurven entspricht der
Absorptionsmethode bzw. der Konzentrationsmethode.

1E3;

- CRHybr' B=1.0
- CRHybr. B=0.5

Aquivalente [ug/L]

-3 e . e . —
1E-3 1E-2 1E-1 1 1E1 1E2 1E3
Kreuzreagierende Substanz [ug/1]

Abb. 16: Darstellung der Kreuzreaktionen nach der "Hybrid"-Methode. Veraligemeinert, da auf ein
Konzentrationsintervall bezogen.

In Abb. 16 ist die Hybridmethode nochmals dargestellt, da sie in der Originalform einer
Konzentrationsangabe und nicht einem prozentualen Wert entspricht. Im Gegensatz zum
etwas uniibersichtlichen Verlauf in Abb. 15 erweist sich der doppelt-logarithmische Plot in
diesem Fall als iiberlegen. Man erkennt auf den ersten Blick, daf parallele Eichkurven zu
einer Parallelverschiebung des CRyyy, -Plots fiih.r.en. Die Kreuzreaktion von 10 % erhdlt man
durch Umrechnen der Substanzkonzentration in Aquivalente, die hier genau 10fach niedriger
liegen. Werte B> 1 duBern sich als Anderung der Steigung.

Betrachtet man jedoch das Problem informationstheoretisch, so muf8 man sehen, daB trotz der
teilweise recht komplexen Kreuzreaktionsprofile maximal zwei Zahlen zur Berechnung
notwendig waren: C und B. Ich méchte daher im Gegensatz zu einigen o.g. Autoren vor-
schlagen, nicht den aufwendigen Weg eines Kreuzreaktionsprofils (evtl. mehrdimensional)
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zu gehen oder untereinander kaum vergleichbare Kreuzreaktionsdefinitionen einzufiihren,
sondern nur noch die Werte C und B anzugeben. Alle anderen Werte lassen sich daraus leicht
errechnen. Diese Uberlegung zeigt auch, da8 die Angabe von mehr als zwei Kreuzreaktions-
werten (fiir eine Substanz) keine neue Information enthilt und somit vollstindig redundant
ist.

4.3  Polyklonale oder monoklonale Antikorper?

Uber die Vor- und Nachteile von polyklonalen gegeniiber monoklonalen Antikorpern ist
schon viel geschrieben worden. Eigentlich konnte man davon ausgehen, daB inzwischen die
Diskussion zu einem Ende gekommen ist. Interessanterweise kursieren jedoch immer noch
Vorstellungen in diesen Publikationen, die mit der Realitit nur bedingt in Einklang zu
bringen sind. Was die Sensitivitit angeht, so mufl man sehen, daf polyklonale Antikérper den
monoklonalen auf dem Gebiet der Triazinanalytik noch deutlich {iberlegen sind. Das macht
rund eine Zehnerpotenz Empfindlichkeit aus. Dies kann daran liegen, daB bisher die Scree-
ning-Anstrengungen bei monoklonalen Antikdrpern nicht massiv und nicht gezielt genug
waren. Nicht vollig auszuschlieBen ist jedoch die Hypothese, daB Kaninchen bessere Antikor-
per herstellen konnen als Mause. Wirklich repréasentative Vergleiche gibt es bisher nicht. Das
wiirde bedeuten, da monoklonale (Maus-)Antikorper iiberhaupt nicht besser werden konnen.

Uber die Selektivitit wird oft behauptet, in dieser Hinsicht seien monoklonale Antikorper
polyklonalen von Natur aus iiberlegen [36][170][213]. Das mag bei grofien Antigenen durchaus
stimmen: Bei den untersuchten Triazin-ELISAs lief sich diese Annahme durch nichts
erhirten. Im Gegenteil, es scheint sogar eher so, dal hochaffine polyklonale Antikdrper auch
hervorragende Selektivititen aufweisen. Mdoglicherweise sind Sensitivitit und Selektivitit
keine voneinander unabhingigen Variablen, sondern auf eine bisher noch nicht ganz ver-
standene Weise miteinander verkniipft.

Die Vorteile von monoklonalen Antikorpern liegen eher auf anderen Gebieten: Fiir kinetische
oder mechanistische Studien sind polyklonale Antikdrper nicht optimal, da sie eine zusitzli-
che, schwer kontrollierbare Variable aufweisen. Auch aufwendige Strukturuntersuchungen
und andere Charakterisierungen sind nicht sehr sinnvoll bei Antikdrpern, deren Versiegen
schon abzusehen ist. Auf wissenschaftlichem Gebiet sind die Vorteile von monoklonalen
Antikorpern am ausgeprégtesten. So ist es bei monoklonalen Antikdrpern leicht mdglich,
vielen Forschungsgruppen den identischen Antikorper zur Verfiigung zu stellen; die Ergeb-
nisse sind gut vergleichbar. Auf dem Gebiet der polyklonalen Antikérper werden die Antikor-
per immer neu hergestellt, die Publikationen stellen immer eine Art von nicht wiederhol-
barem Unikat dar.

Die Vorteile von polyklonalen Antikorpern liegen auf der Applikationsseite: Niedrige
Herstellungskosten, {iberschaubare Herstellungszeitrdume, hohe Sensitivitit und Selektivitit
machen fiir den Anwender von Immuntests polyklonale Antikorper sehr interessant. Das
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Problem der Chargenschwankungen kann z.B. durch Immunisierung von Ziegen und Schafen
recht einfach relativiert werden.

4.4 Das Matrixproblem

Selektivitit bezieht sich ja nicht nur auf Pestizide, Herbizide oder sogar nur Triazine. In
natiirlichen Wasserproben findet man eine riesige Anzahl verschiedenster Stoffklassen - in
geloster, adsorbierter oder suspendierter Form. Diese Begleitstoffe, oft etwas salopp als
"Matrix" bezeichnet, liegen normalerweise in iiberwiltigendem UberschuB relativ zum
Analyten vor. Jede analytische Methode wird mit diesem Problem konfrontiert.

Fiir viele Matrix-Substanzen existiert nun eine "Grenzkonzentration", bei der, wenn sie
liberschritten wird, Stérungen im Testsystem auftreten. Dies ist an sich noch nicht bedenk-
lich: Es muB immer eine Wertung hinzukommen, wie wahrscheinlich das Uberschreiten
dieser "Grenzkonzentration" in einer willkiirlich gezogenen Wasserprobe ist. Viele sehr
leistungsfahige chromatographische Verfahren sind in Hinsicht Matrix nicht beliebig belast-
bar. Sehr hiufig sind aufwendige Clean-up-Schritte (Vorreinigung) notwendig, bevor die
eigentliche Analyse durchgefiihrt werden kann. Gerade diese Reinigungsschritte sind es, die
viele Analysen zu einer langwierigen und teuren Angelegenheit machen.

Wasseranalysen mit einem Immunoassay sind meistens so ausgelegt, ohne Anreicherung und
ohne Clean-up auszukommen. Dies ist leicht verstindlich, bezieht man den ganzen Charakter
dieses Verfahrens mit ein: Immunoassays sollen normalerweise schnell und billig sein, fiir
groBe Probenzahlen geeignet und ohne viel Aufwand durchzufiihren. Aufwendige Clean-up-
Schritte oder Anreicherungen widersprechen dieser Idee vollig. Wenn man viele Stunden oder
sogar Tage in die Extraktion und Reinigung einer Probe investiert hat, dann ist es irrelevant,
ob die eigentliche Analyse 30 min oder 3 Stunden dauert. Auch die Kosten der Analyse
spielen angesichts des hohen Einsatzes an Arbeitszeit dann keine groBe Rolle mehr.

Eine der haufigsten Matrixkomponenten im Wasser sind die Huminstoffe. Trotz langjéhriger
Forschungsanstrengungen ist ein endgiiltiger Durchbruch auf dem Gebiet der Charakterisie-
rung von Huminstoffen nicht abzusehen. Die Komplexitit und die strukturelle Unsicherheit
machen die Arbeit mit Huminstoffen nicht gerade einfacher. Zudem ist allgemein bekannt,
daB Huminstoffe sehr labile Strukturen bilden und sich leicht verdndern. Es ist somit sehr
schwierig "native" Huminstoffe zu isolieren und zu untersuchen. Zudem fehlen wirklich
aussagekriftige Charakterisierungsmethoden fiir Huminstoffe.

Es gibt einige technische "Huminsduren", die kommerziell vertrieben werden. Man muB sich
aber im Klaren sein, da$ diese Stoffe zwar eine gewisse Ahnlichkeit zu natiirlichen Humin-
stoffen haben, aber nicht mit ihnen identisch sind. Es hat sich nun gezeigt, da Immuno-
assays sehr unterschiedlich robust gegen Huminsduren sind. Die momentane Situation
charakterisiert sich dadurch, daB man zwar die Robustheit feststellen, aber nur begrenzt
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(empirisch) verbessern kann. Der Zusatz von BSA zum Tracer [238] oder als zusitzlicher
Vorinkubationsschritt [307] kann den EinfluB von Huminstoffen zuriickdringen. Leider
ist liber die Mechanismen der "unspezifischen" Stdrungen im Detail sehr wenig bekannt.

Kiirzlich wurde ein Verfahren vorgestellt, das zu einer Verbesserung der Robustheit eines
ELISAs fiihren soll [206]. Es handelt sich um ein Verfahren, das dem hier beschriebenen
“pseudohomogenen” Test dhnelt. Die Verbesserung der Robustheit ist aber wahrscheinlich
nur auf eine grofere Verdiinnung der Probe zuriickzufiihren. Dies erklért die erheblichen
EmpfindlichkeitseinbuBen in der angesprochenen Publikation nur zum Teil. Man kann
vermuten, daB entweder die Tracer- oder die Antikorper-Konzentration zu hoch gewihit
wurde, um optimale Empfindlichkeiten zu erzielen.

Zum jetzigen Zeitpunkt erscheint Probenverdiinnung die am allgemeinsten anwendbare und
sicherste Methode zu sein, um Matrixeffekte auszuschalten. Dies zeigt jedoch mit noch
groBerer Deutlichkeit die Wichtigkeit der extremen Sensitivitit eines Immunoassays. Nur
wenn die Nachweisgrenze des Immunoassays um den Faktor 100 niedriger liegt im Vergleich
zu der zu messenden Konzentration, kann die Probe vor der Messung entsprechend verdiinnt
werden. Hier ist leicht ersichtlich, daB Selektivitit und Sensitivitit auch auf diese Weise
direkt miteinander verkniipft sind und nicht isoliert diskutiert werden sollten.

Man kann festhalten, da nur robuste ELISAs im Alltag niitzlich sind. Immunoassays, die
diesen Kriterien nicht geniigen [179], haben zu dem SchluB} gefiihrt, ELISAs wiirden in der
Regel iiberbestimmte Werte liefern.

4.5 "Gruppenspezifische" und "monospezifische" Immunoassays

Es wurde wiederholt diskutiert, ob es moglich sei, "monospezifische" Immunoassays (fiir
eine einzelne Substanz) oder "gruppenspezifische" Immunoassays (gleiche Kreuzreaktionen
fir alle Gruppenmitglieder) herzustellen. Beides erscheint vom heutigen Kenntnisstand aus
gesehen begrenzt realisierbar.

Der hochselektive ("monospezifische") ELISA konnte m.E. durchaus erreichbar sein. Wenn
man sich um die Optimierung der Bindungsstelle bemiiht, entweder iiber geschickte Immuni-
sierung oder nachtriglich iiber "Nachbesserungen" (protein-engineering), so sollte es moglich
sein, sehr gut bindende Antikorper fiir praktisch jeden gewiinschten Analyten herzustellen.
Eine Achillesferse bleibt aber momentan: Die Stelle im Molekiil, an der der Spacer ange-
bracht ist, bedeutet zwangsldufig ein "Loch" in der Bindungsstelle des Antikorpers. Alle
Substanzen, die Reste iiber einen dhnlichen Spacer gebunden tragen, werden von diesem
Antikorper mit hoher Kreuzreaktion erfaft. Dies ist auch ein Fall, bei dem eine "Gruppen-
spezifitit" hergestellt werden kann. Bezogen auf eine reale MeBsituation diirfte dies aber eher
dem hochselektiven Fall entsprechen, da solche ungewdhnlichen Spacerderivate in der Natur
normalerweise nicht vorkommen.
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Ein echter "gruppenspezifischer" Assay ist relativ leicht herstellbar, wenn ein gré8erer Teil
des Molekiils innerhalb der Gruppe identisch ist. Eine willkiirliche Auswahl verschiedener
Stoffe gleichzeitig zu detektieren, diirfte dagegen relativ schwierig sein. Ein Antikorper, der
unterschiedliche Molekiile mit gleicher und hoher Affinitit bindet, ist schwer vorstellbar. Zu
einer willkiirlichen Zusammenstellung miite auch die Gruppe "Triazinherbizide" gerechnet
werden, da es keinen breiten gemeinsamen Nenner einer raumlichen Struktur zu geben
scheint. Ein Ausweg zeichnet sich nach Simulationen der Kreuzreaktion ab (siehe S. 202 ff.):
VerlaBt man den affinititslimitierten Bereich, so konnen auch Derivate unterschiedlicher
Affinititskonstanten identische Kreuzreaktionen ergeben. Sollte sich dieser Ansatz experimen-
tell bestdtigen lassen, so sind "gruppenspezifische" Tests auch ohne identische Determinanten
moglich.

4.6  Verbesserung der Selektivitiit

Die Selektivitit eines Immunoassays wird in erster Linie vom verwendeten Antikdrper
bestimmt. Sind also verringerte Kreuzreaktionen erwiinscht, so ist der direkteste Weg, einen
anderen Antikorper einzusetzen. Die Struktur des Immunogens sollte kritisch unter die Lupe
genommen werden [308] und gegebenenfalls variiert werden. Falsche Immunogenstruk-
turen sind sicherlich die haufigste Ursache fiir schlechte Selektivititen.

Bei polyklonalen Antikorpern ist es denkbar, daB Antikorper mit den optimalen Eigenschaften
latent im Serum vorhanden sind, bei der entsprechenden ELISA-Konfiguration aber nicht
signifikant am Reaktionsgeschehen beteiligt sind. Hier ist der Einsatz eines verdnderten
Tracers sinnvoll. Dies dient zur Selektion eines anderen AntikOrper-Sets, das (zufallig)
bessere Eigenschaften haben konnte.

Eine ungewohnliche, aber durchaus vielversprechende Methode, um Kreuzreaktionen zu
verbessern wurde von BOUTTEN et al. [309] publiziert. Die Autoren mischten einen "ana-
lytischen" Antikérper mit einem Uberschu$ eines Antikdrpers gegen eine unerwiinschte
kreuzreagierende Substanz. Dieser zweite Antikorper fangt den stérenden Stoff ab und senkt
daher die Kreuzreaktion erheblich.

Geht man von einer festen ELISA-Konfiguration aus, so gibt es nur noch begrenzte Moglich-
keiten, die Selektivitit zu verbessern. In dieser Arbeit wurde z.B. die Protonierung eines
kreuzreagierenden Analyten (Terbutryn) ausgenutzt, um diese Kreuzreaktion weitgehend zu
unterdriicken.

Auch chemische Derivatisierungen iiblicher Art kdnnten im Zusammenhang mit immunologi-
schen Methoden zu einer Verbesserung der Selektivitit filhren. Hier wére die Reaktivitit des
Molekiils unter definierten Reaktionsbedingungen ein zusétzlich selektierendes Element.
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Allgemein kommen auch gingige Anreicherungs- und Clean-up-Methoden (Festphasen-
extraktion mit C18 o.4., Fliissig/flissig-Extraktion mit Losungsmitteln) in Betracht. Doch
auch hier gilt das im Abschnitt 4.4 gesagte, daB ein iibermiBiger Aufwand dem Schnelltest-
charakter des ELISAs widerspricht.

Eine interessante Technik wurde von SCHNEIDER et al. [310] erprobt. Die begrenzte Se-
lektivitdt eines AntikOrpers kann verbessert werden, indem man zusitzlich einen zweiten
Antikorper unterschiedlicher Charakteristik verwendet. Die Autoren benutzen zwei Triazin-
Antikorper zur Identifizierung von Triazin-Herbiziden. Eine Identifizierung im engeren Sinn
ist mit einem einzelnen Antikorper (auch mit niedrigen Kreuzreaktionen) nicht moglich. Es
wurde aufgrund der bekannten Kreuzreaktionen die Konzentration an Atrazin bzw. Terbuthyl-
azin berechnet. Stimmten die Konzentrationen innerhalb der Fehlergrenzen bei beiden
Antikorpern iiberein, so konnte die Substanz als identifiziert gelten, was durch Gaschromato-
graphie verifiziert wurde. Lagen die berechneten Konzentrationen weit auseinander, so
konnte es sich nicht um die postulierte Substanz handeln.

Diese sehr einfache Methode konnte entscheidend zur Verbesserung der VerldBilichkeit von
ELISA-Daten beitragen, da nur noch Ergebnisse, die bei mehreren Antikdrpern konsistent
sind, als giiltig gewertet wiirden. Auch unspezifische Stdrungen konnen auf diese Weise
erkannt werden.

5 Geschwindigkeit des Tests
5.1 Allgemeines

Fiir Routineanwendungen ist die Dauer einer analytischen Prozedur nicht ohne Bedeutung.
Der Probendurchsatz hidngt sehr stark von der Analysendauer ab. So ist es keineswegs
gleichgiiltig, ob eine Inkubationsphase 24 Stunden oder nur 3 Minuten dauert. Auch die
Zeitspanne, gerechnet vom Erhalt der Probe bis zum Resultat, ist von erheblicher Wichtig-
keit. Bei klassischen analytischen Verfahren vergehen meist Tage oder Wochen bis ein
Ergebnis auf dem Tisch des Interessenten liegt. Diese Zeitspanne ist, z.B. zur Gefahren-
abwehr bei Chemieunfillen, entschieden zu lange. Bei Immunoassays ist es zumindest im
Bereich des Moglichen, Tests in wenigen Minuten durchzufiihren und auszuwerten. Geht man
von den Ansprech- und Regenerationszeiten diverser Sensoren aus, so kann man einen
schnellen Immunoassay durchaus als "quasi-online"-Verfahren bezeichnen, insbesondere da
Tests auch zeitlich gestaffelt durchgefiihrt werden konnen.
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5.2  EinfluBgrofien

Wie auch im Kapitel "Simulation eines Immunoassays" diskutiert wird, ist die Meinung sehr
verbreitet, da ELISAs notwendigerweise im Gleichgewicht arbeiten und daB deshalb
bestimmte "Standard-Inkubationszeiten" eingehalten werden miissen. Je nach Standpunkt
werden bei kurzen Inkubationszeiten Genauigkeits-, Selektivitits- oder SensitivititseinbuBen
befiirchtet. In dieser Arbeit wurden diese Aspekte besonders intensiv untersucht - mit
tiberraschenden Ergebnissen: Kurzinkubationen haben kaum je negative Effekte. Im schlimm-
sten Fall treten bei erheblich beschleunigtem Testablauf keine Verbesserungen der Empfind-
lichkeit oder der Kreuzreaktionen auf.

Der erste Schritt eines Immunoassays, das Coaten, kann sehr gut automatisiert und auch
schon vom Hersteller des Tests durchgefiihrt werden. Die Stabilisierung ist zwar ein techno-
logisch heikles, aber durchaus schon teilweise gelostes Problem (siehe S. 235). Insofern mufl
sich der Anwender um das Coating keine Gedanken mehr machen, es tritt auch nicht mehr
in seiner Zeitkalkulation auf.

Der zweite Schritt ist die Aufgabe der Proben und der Standards. Diese Zeitspanne ist in
erster Linie vom Geschick und der Ausriistung des Anwenders abhédngig. AnschlieBend ist
die Vorinkubation der Proben und Standards an der Reihe: Es hat sich gezeigt, dal wesent-
lich kiirzere Zeiten wie iiblich notwendig sind.

Der vierte Schritt bezieht sich auf die Tracerinkubationszeit: Auch sie kann sehr kurz
gehalten werden - ohne QualititseinbuBien. Der nachfolgende Waschschritt kann zwar kurz
ausfallen, es darf aber nicht an Griindlichkeit fehlen!4.

Der letzte Schritt, die Substrat-Entwicklung, kann nur begrenzt verkiirzt werden, da ein
ausreichendes Signal abgewartet werden mufi. Dieser Prozef ist jedoch leicht beeinflufibar:
Durch eine geschickte Auswahl des Tracers, des Antikdrpers und deren Konzentration
konnen Entwicklungszeiten von 1 - 2 Minuten problemlos erreicht werden. Der Entwicklung
kann sich noch ein Stopp-Schritt anschlieBen, der nur von der Pipettiergeschwindigkeit
abhingt. Will man den Stopp-Schritt weglassen, so kann man eine kinetische Messung der
chromogenen Reaktion oder eine Einpunktmessung der ungestoppten Substratlosung durch-
fiihren.

14 7u oberflichlich gewaschene Platten sind eine hiufige Ursache von miBlungenen
Immunoassays.
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5.3  Applikationen

Alle Produkte, die sich an eine Zielgruppe wenden, die nicht als geschultes Laborpersonal
eingestuft werden kann, miissen in einer sehr begrenzten Zeitspanne ein Resultat liefern. Zu
diesen Produkten gehdren z.B. Teststdbchen oder andere Schnelltests. Doch auch die Anwen-
der im iiblichen analytischen Umfeld wissen eine Verkiirzung der Testdauer zu schitzen. Und
nicht zuletzt die Entwicklung von Immunosensoren stagniert ohne die gezielte Anwendung
von kinetischen Uberlegungen zur Beschleunigung der MeBzyklen.

6 Simulation eines Immunoassays
6.1  Allgemeines

Simulationen konnen fiir viele unterschiedliche Zwecke durchgefiihrt werden. Eine hédufige
Motivation ist die Optimierung von Versuchsbedingungen [311][312]. Hier stand je-
doch eher die Aufklirung von empirischen Phinomenen und experimentell schwierig zu
kldarenden Fragen im Vordergrund.

Bei Enzymimmunoassays wird oft ungepriift davon ausgegangen, daB sich die Reaktions-
partner am Ende des Tests im Gleichgewicht befinden und daB daher das Massenwirkungs-
gesetz eine adiquate Beschreibung darstellt [191][313]. Von MCPHERSON und ZETTNER
[314] wurde eine geschlossene Losung der Assoziationsreaktion (zweiter Ordnung) von
Ligand und Bindungsmolekiil vorgestellt, die insbesondere die Vorhersage der notwendigen
Inkubationszeit bis zum Gleichgewicht oder bis zu einer definierten prozentualen Bindung
erlaubt.

Viele mathematische Ansidtze bzw. Simulationen wurden zwar detailliert ausgefiihrt, die
kritischen Faktoren wie Ungleichgewicht, Waschschritte, Verdiinnung durch Zusatz von
Reagenzien, Unterschiede zwischen Analyt und Tracer etc. wurden jedoch nicht oder nur
fragmentarisch beriicksichtigt [315]-[319]. Entsprechend maBig sind die Ubereinstimmungen
von Experiment und Simulation. Durch eigene Versuche und durch Hinweise anderer
Experimentatoren [320] wurde jedoch bald klar, daB sich ein Gleichgewicht in ELISAs nur
in Ausnahmefillen einstellt. Normalerweise sind die Vorginge (den Tracer betreffend) so
langsam, daB es Tage dauern kann, bis ein Gleichgewicht anndhernd erreicht wird.
Voruntersuchungen hatten gezeigt, daB sich die Testcharakteristik in vielen Aspekten
zeitabhingig dndert. Deshalb erschien es wiinschenswert, zumindest die Formal-Kinetik eines
typischen Triazin-ELISAs komplett zu beschreiben. Darauf aufbauend wire es moglich, den
Testablauf numerisch zu simulieren und grundsitzliche Fragen der wichtigen EinfluBpara-
meter zu kldren, auch wenn die Variation bestimmter Parameter in der Realitdt nicht (gezielt)
moglich sein diirfte.
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Man kann durch Simulationen auch Testkonfigurationen einer Uberpriifung unterziehen, die
aus technischen Griinden (noch) nicht realisiert werden konnten. Sehr hilfreich kann ein
Simulationssystem zur Fehlersuche sein: Da bei einer Simulation, anders als im realen Test,
jede Konzentration zu jedem Zeitpunkt genau angebbar ist, konnen unerwartete Effekte oft
sehr schnell einer einfachen Interpretation zugefiihrt werden.

6.2 Kinetische und mathematische Grundlagen

Ausgehend von Angaben in der Literatur wurde angenommen, dafB sich ein ELISA mit relativ
einfachen Geschwindigkeitsgesetzen beschreiben 1a8t. Diese Geschwindigkeitsgesetze wurden
als erste Ndherung aus den stochiometrischen Gleichungen hergeleitet. Hierbei muf betont
werden, daB in diesen Simulationen von monovalenten Antikdrpern ausgegangen wurde, d.h.
die Antikorperkonzentration ist identisch mit der Konzentration der Bindungsstellen. Nach-
traglich kann diese Vereinfachung gut begriindet werden, da es in keinem Fall Hinweise auf
kooperative Effekte gegeben hat. Dies ist bei kleinen Analyten (Haptenen) auch eher unwahr-
scheinlich, da die Fernwirkung eines so kleinen Molekiils nur sehr gering ist. Das gesamte
Modell basiert auf einer homogenen Verteilung der Reagenzien: Z.B. sind Effekte, die durch
die Immobilisierung von Antikdrpern hervorgerufen werden, nicht explizit beriicksichtigt
worden.

Differentialgleichungsysteme lassen sich nur in einfachen Fillen geschlossen 16sen. Alle
anderen Anwendungsbereiche miissen auf numerische Niherungsverfahren zuriickgreifen. Die
direkteste Methode, die auch hier verwendet wurde, geht von der Idee aus, Differentiale als
Differenzen-Quotienten auszudriicken und die Differenz sehr klein zu machen. Im Grenzfall
der infinitesimalen Differenz geht der Differenzenquotient in das Differential liber. Insofern
ist der mathematische Ansatz recht einfach: Es werden die Gleichungen der Geschwindig-
keitsgesetze benutzt sowie einige Erhaltungsgleichungen. Sodann werden die Startwerte
gesetzt und gewisse Randbedingungen festgelegt (z.B. keine negativen Konzentrationen).
Dann wird in winzigen Zeitinkrementen der Fortgang der Reaktion berechnet und protokol-
liert.

Schwieriger ist hier schon die moglichst realistische Simulation aller Testschritte, wobei auch
Verdiinnungen durch zugesetzte Reagenzien beriicksichtigt wurden. Waschschritte wurden
als sehr effektiv angenommen: Die Konzentration freier Komponenten wurde sofort null
gesetzt. Es wurde bei jedem Simulationslauf ein zweidimensionaler Variationsarray abge-
arbeitet, wobei die erste Dimension einer iiblichen Triazin-Eichkurve entspricht und die
zweite einem beliebigen, variierten Parameter (z.B. der Tracerkonzentration).

Die simulierten Eichkurven wurden im AnschluB an die 4-parametrige Gleichung gefittet, um
die Parameter A, D, C und B zu erhalten. Die Fitting-Routine wurde mit einem modifizierten
Algorithmus des "steilsten Abstiegs" realisiert [321].
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6.3  Durchfiihrung

Das Kernprogramm fiir die Simulation und des Fittings wurde in Turbo-Pascal 6.0 (IBM-
kompatibler PC unter DOS) programmiert. Sowohl die Initialisierungslisten als auch die
Ergebnisdateien wurden im ASCII-Format angelegt, was eine einfache Weiterverarbeitung
zur graphischen Darstellung ermdglicht. Die Berechnung von 10 Eichkurven a 20 Punkten
dauert bei einem Zeitinkrement von 0.025 s und einer Testdauer von 18 min (d.h. 43200
Zeitschritten) an einem 386er (33 MHz) Personal-Computer mit numerischem Coprozessor
ca. 43 Minuten. Hierin eingeschlossen ist die Berechnung der Parameter der 4-parametrigen
Gleichung.

In Abb. 17 ist der zeitliche Konzentrationsverlauf eines einzelnen Eichpunktes dargestellt.
Bei der Zugabe des Analyten (t=1 min) erfolgt eine schnelle Gleichgewichtseinstellung.
Nachdem der Tracer hinzugefiigt wurde (t=6 min) ist ein "Knick" in drei Kurven zu erken-
nen, der auf den Verdiinnungseffekt des hinzugefiigten Reagenzes zuriickzufiithren ist. Der
Tracer bindet wesentlich langsamer und erreicht auch nach 10 min Inkubationszeit kein
Gleichgewicht. Nach dem Waschen (t=16 min) sind kriftige Analytverluste zu erkennen
(logarithmische Konzentrationsachse !), die sich jedoch nicht mehr auf das Ergebnis des Tests
auswirken. Es werden wieder deutlich mehr Antikorperbindungsstellen frei. Das Resultat
besteht in erster Linie aus der Konzentration des Tracerkomplexes (YT) am Ende des Tests.

Die enzymatische Entwicklung wurde nicht in die Simulation integriert, da sie unter ge-
eigneten Bedingungen ausgefiihrt nur zu einem linearen Proportionalititsfaktor zwischen der
Konzentration des Tracerkomplexes und der Absorption fiihrt. Es ist leicht einzusehen, daB
derartig komplexe Konzentrationsverlaufe nur schwer ohne numerische Simulation quantitativ
eingeschitzt werden konnen. Durch krasse Vereinfachungen, z.B. Annahme einer Gleichge-
wichtssituation, diirfte nur in wenigen Fillen eine richtige Prognose moglich sein.

6.4 Kontrollen

Kontrollen sind bei komplexen Programm-Systemen unerldBlich, um Programmierfehler
aufzuspiiren. Nun ist es sehr aufwendig, einen synthetischen Datensatz unabhéngig von
diesem Programm zu erzeugen. Die Tests wurden weitgehend darauf beschriankt, unter-
schiedlichste ELISA-Konfigurationen zu untersuchen und die Ergebnisse auf Plausibilitit zu
priffen. Dies kann bei graphischer Darstellung der Resultate sehr effektiv durchgefiihrt
werden.

In einzelnen Fillen konnten jedoch auch konkrete Werte einer Uberpriifung unterzogen
werden: So mufl im Falle der Bestimmung einer Affinititskonstante durch Tracer- oder
Antikorperverdiinnung die in der Initialisierungsdatei festgelegte Affinitdtskonstante exakt
reproduziert werden, was mit sehr guter Genauigkeit gelingt (sieche auch Abb. 41). Die
Abweichung vom erwarteten Wert war kleiner als 0.00005 %. Dies entspricht einer Fehler-
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abschitzung iiber alle Programme, also Simulation und Kurvenfitting. Auch lassen sich die
eingesetzten Konzentrationen und deren Verdnderung bei Zugabe anderer Reagenzien
(Verdiinnung!) gut kontrollieren. Die durch das Kurvenfitting erhaltenen Parameter konnen
laufend iiberwacht werden, da jeder Parameter eine (graphisch sichtbare) Bedeutung aufweist.
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Abb. 17: Beispiel einer Immunoassay-Simulation. YA Antikdrper-Analyt-Komplex, YT Antikdrper-
Tracer-Komplex, Y Antikdrper, A Analyt, T Tracer, Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.005 s,
[Y],=107° mol/L, [T]y=10" mol/L, [Aly=5-10"°, k;=10" Limol-s, k ;=107 1/s, k,=10° L/mols,
k=10 2 1/s, Analytzugabe: t=1 min, Tracerzugabe: t=6 min, Waschen: t=16 min, Volumen: Analyt
200 pL, Tracer 100 pL, Endvolumen 200 pL.

7 Synthesen von Immunoassay-Komponenten
7.1  Allgemeines

Synthesen sind ein zentraler Punkt in der Entwicklung von Immunoassays. Trotz der weit
verbreiteten Abneigung, viel Energie in die Ausarbeitung einer etwas komplexeren Synthese
zu stecken, zeichnet sich immer deutlicher ab, da "Hochleistungsimmunoassays" nicht mit
Eintopf-Standardsynthesen zu erreichen sind. Die sehr hdufig anzutreffende "Synthesever-
meidungsstrategie" [322] racht sich in einer nicht mehr zu korrigierenden Weise: Es wer-
den Antikorper erhalten, die durchaus gute Bindungseigenschaften zu der verwendeten
Standardchemikalie haben, nicht jedoch zwangslidufig auch zum gewiinschten Analyten. Bei
vielen "miBig" empfindlichen Immunoassays, bei denen von den Autoren Briickenerkennung,
Polyklonalitit, nicht optimale Kopplungsdichten oder Immunisierungsprotokolle als Problem
genannt werden, sind m.E. in Wirklichkeit strukturell falsche Immunisierungen Ursache der
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MiBerfolge. Zwangsldufig ergibt sich daraus, daB nachtrigliche, auch sehr miihevolle
Optimierungsprozeduren nicht mehr helfen, diese Miangel auszugleichen.

Dagegen erscheinen Anstrengungen, mit sehr gezielt "designten" Haptenen das Immunsystem
zur Herstellung des gewiinschten Antikdrpers zu bewegen, oft erfolgreich. Es muB schon
verwundern, daB oft ziemlich seltsame Erklarungsversuche fiir miflungene Immunisierungen
herangezogen werden und das Naheliegende, die Struktur des Haptens oft iibersehen wird.

Auch die Reinigung der verwendeten Komponenten kann nicht wichtig genug genommen
werden. Immunologisch aktive Verunreinigungen konnen sehr unangenehme Folgen fiir die
Sensitivitdt und Selektivitit eines Tests haben. Die hohe Selektivitit eines Antikorpers kann
nur genutzt werden, wenn mit reinen Testkomponenten gearbeitet wird. Es diirfte einleuch-
tend sein, daB ein Antikdrpergemisch, das mit Hilfe eines Inmunogengemischs erzeugt wurde
und mit einem Tracergemisch im Test umgesetzt wird, keine einzelne Substanz detektieren
kann.

7.2  Synthesen der Triazinderivate

Die Basischemikalie zur Herstellung von Triazinherbiziden!® [323][324] ist das Cyanurchlorid
(2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin) [325][326], einem Trimerisationsprdukt von Chlorcyan.
Cyanurchlorid wird in einer Menge von iiber 100.000 Tonnen pro Jahr (Weltproduktion)
hergestellt, wobei mehr als 2/3 zur Synthese von Herbiziden verbraucht wird. Weitere
Anwendungen liegen im Bereich der Fungizide, Farbstoffe, optische Aufheller, Polymere,
Weichmacher und Vernetzer. Es ist eine in organischen Losungsmitteln gut, in Wasser
schwer 16sliche, iibelriechende Substanz, welche mit Nucleophilen [327][(328] aller
Art [329]-[332] reagiert. Da drei Chloratome zur Substitution zur Verfiigung stehen,
lassen sich unzihlige Derivate relativ einfach herstellen. Besonders giinstig ist die Tatsache,
daB die drei Chloratome unter geregelten Reaktionsbedingungen sequentiell [333] substituiert
werden konnen - ein Problem mit Mehrfachsubstitution oder Nebenreaktionen gibt es kaum.
Die Steuerung erfolgt in erster Linie durch die Temperatur: Die erste Substitution erfolgt
schon unter 0°C. Der zweite Schritt kann bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Das
dritte Chloratom ist nur bei deutlich erhéhter Temperatur zuginglich (ca. 80 °C). Diese
Angaben sind nur als Faustregel (dhnlich von FIERZ-DAVID, zit. in [326]) geeignet - die
Reaktivitit wird selbstverstandlich durch die Art des Nucleophils, das Losungsmittel und die
schon vorhandenen Substituenten beeinfluBt. Triazinderivate sind oft gut kristalline Sub-
stanzen und lassen sich daher problemlos reinigen.

15 per Stammkorper dieser Verbindung, das s-Triazin, ist chemisch instabil und kann
nur unter hohem Aufwand synthetisiert werden. Durch Einwirkung von Nucleophilen
(auch Luftfeuchtigkeit) tritt leicht Zersetzung unter Ringspaltung ein. Dagegen ist das
s-Triazin thermisch iiberraschend stabil und kann iiber Natrium destilliert werden.
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In einem Fall wurde nicht das Cyanurchlorid, sondern das Methylmercaptodichlortriazin
(MDT) [326] als Ausgangsstoff verwendet. Diese Verbindung ist als technisches Produkt
(Zwischenprodukt z.B. zur Ametrynsynthese [334]) erhiltlich.

Es gibt einige Moglichkeiten Triazinsynthesen durchzufiihren: So kann man die Synthese in
homogener Losung oder als Zweiphasen-Reaktion (fliissig/fliissig) durchfiihren. Auch
Reaktionen als Suspension sind (besonders im technischen Mafistab) moglich.

Problematisch ist es, ein geeignetes Losungsmittel fiir alle Reaktionskomponenten zu finden.
So sind Aminocarbonsiuren (Spacervorstufe) fast nur in wissrigen Medien gut 15slich,
wogegen viele Triazine (incl. Cyanurchlorid) nur in organischen Losungsmitteln ausreichend
16slich sind. So hat sich gezeigt, daB Zweiphasen-Reaktionen in tert-Butyl-Methyl-
Ether/Wasser oder Toluol/Wasser fiir Laborsynthesen wohl am allgemeinsten anwendbar
sind.

Eine weitere Entscheidung muf} hinsichtlich der zum Abfangen der Salzsdure verwendeten
Base getroffen werden. Die Auswahl ist insofern unkritisch, da viele Basen prinzipiell
geeignet sind: Alkalihydroxide, -carbonate und -hydrogencarbonate, sowie primire, sekun-
dére und tertidre Amine [193]. Bei billigen (basischen) Reaktanden ist es wohl am einfach-
sten, eine doppelte Menge des Nucleophils einzusetzen. Hier kann man in homogener Phase
arbeiten und das als Nebenprodukt anfallende Ammoniumsalz einfach abfiltrieren. In diesem
Fall ist es nicht anzuraten, ohne Trennung weiterzuarbeiten, da das Ammoniumsalz bei
weiteren Schritten wieder als nucleophiles Amin remobilisiert werden kann. Bei teuren
Aminen ist es giinstig, als Base z.B. Triethylamin zu verwenden, das wiederum als Salz gut
abgetrennt werden kann.

Es hat sich bewihrt, homogene Schritte vor heterogenen durchzufiihren: Dies legt die
Reihenfolge der Einfiihrung der Substituenten oft schon fest. Aminocarbonsduren sind als
Betaine weder besonders nucleophil, noch als Base geeignet. In diesem Fall mufl immer mit
einer zusitzlichen Base gearbeitet werden. Da Aminocarbonsduren in der Regel in Wasser
gelost werden miissen, ist es nicht von Nachteil, eine billige Base wie Natriumhydrogen-
carbonat 0.4. zu verwenden. Es sollte bedacht werden, daB bei der Einfiilhrung einer wiss-
rigen Phase auch Hydrolyse [335] als Nebenreaktion auftreten kann: Daher sollten unnd-
tig lange Reaktionen unter stark basischen Bedingungen sowie hohen Temperaturen ver-
mieden werden. Vorteilhaft ist jedoch, da§ Hydrolyseprodukte aufgrund ihrer Schwerldslich-
keit oft recht einfach abgetrennt werden konnen.

In den folgenden Abbildungen sind die Strukturen wichtiger Triazinderivate dargestellt, deren
Synthese und Anwendung in dieser Arbeit beschrieben wird.
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Abb. 18: Triazin-Derivate. 13 i-Pr/Cl/C3, 14 i-Pr/Cl/C6, 15 i-Pr/Cl/Cl11, 16 i-Pr/Cl/C6-Lys(Pro-
tein), 17 i-Pr/Cl/C6-C2, 18 i-Pr/Cl/C6-C6, 19 i-Pr/OH/C6, 20 H/CI/C6, 21 i-Pr/SMe/C6. 22
Et/Cl/C6, 23 c-Pr/Cl/C6, 24 c-Pentyl/Cl/C6.
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Abb. 19: Triadn-Derivate. 25 i-Pr/Et/C6, 26 i-Pr/Et/MPS, 27 t-Bu/Et/C6, 28 t-Bu/Et/MPS,
29 t-Bu/Cl/C6, 30 i-Pr/ClI/EDA-DGS.

7.3  Aktivierung des Haptens

Nicht ohne Grund ist die Verwendung von N-Hydroxysuccinimidestern (NHS-Estern) sehr
populér, die auf unterschiedliche Weise synthetisiert werden kdnnen. Als wichtigste Methode
ist die Carbodiimid-Methode zu nennen [336][337]. Es wird die Carbonsiure mit
Dicyclohexylcarbodiimid umgesetzt und mit NHS in einen NHS-Ester verwandelt. Da sowohl
das Carbodiimid als auch der als Nebenprodukt entstehende Dicyclohexylharnstoff schwer
wasserloslich sind, ist eine Reinigung des Esters z.B. durch Umkristallisation kaum zu
umgehen, um storende Niederschlidge bei der Kopplung zu vermeiden. Eine bessere Variante
stellt daher die Verwendung von wasserldslichen Carbodiimiden (EDC) dar, die vor der
Kopplung nicht vollstindig abgetrennt werden miissen (Abb. 19). In dieser Arbeit wurde aus
dieser Methode eine Standardvorschrift entwickelt, die sich in vielen Fillen erfolgreich
anwenden liefl [338]-[340]. Als weitere Methode ist ein Weg {iber Disuccinimidylcarbonat
(DSC) beschrieben worden [341]-[343]. Diese Methode wurde getestet und kann als
vergleichbar mit Carbodiimidmethoden angesehen werden.
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Ein entscheidender Nachteil ist die Verwendung von Pyridin als Base, die den pH-Wert bei
der Kopplung unkontrolliert beeinflussen kann. Fiir besonders schwer l9sliche Haptene
kommt ein Reagenz von STAROS [344] in Frage, der N-Hydroxysulfosuccinimid als
besser wasserloslichen Ersatz von NHS verwendete.
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Abb. 20: Synthese eines NHS-Esters mit EDC.

Unabhingig von den vorhandenen Lysinresten konnen Glycoproteine auch iiber ihre Kohlen-
hydrat-Ketten derivatisiert werden. Hier steht die Oxidation mit Periodat [345] unange-
fochten im Vordergrund. Diese Glycolspaltung [346] verlduft im wiéssrigen Milieu bei
niedrigen Temperaturen schnell und relativ sauber. Uberschiissiges Periodat wird mit Ethy-
lenglycol vernichtet. Die entstehenden Aldehydgruppen konnen mit verschiedensten Reagen-
zien umgesetzt werden. Am bekanntesten ist die Reaktion mit Aminen zu Schiffschen Basen,
die jedoch labil sein konnen. Sie sollten daher mit Natriumborhydrid reduziert und somit
stabilisiert werden. Diese Reduktion stellt aber eine durchaus drastische Reaktion dar, die die
Aktivitit des Enzyms gefahrdet. Auch ist die pH-Kontrolle durch die stark basischen Eigen-
schaften des Reagenzes schwierig. Vorteilhaft kann sein, daB der Grad der Aktivierung in
weitem Rahmen verdnderbar ist und somit sehr unterschiedliche Kopplungsdichten realisiert
werden konnen. Eine modernere Variante stellt die Reaktion von Aldehyden mit Hydraziden
dar [347]. Die spontan gebildeten Hydrazone sind ausreichend stabil und miissen nicht
mit Reduktionsmitteln behandelt werden [348]. Zudem ist der niedrige pK, (2.6) von
Hydraziden giinstig, da bei iiblichen pH-Werten keine Protonierung erfolgt.

Spezielle Aktivierungsmethoden gehen von reaktiven Triazinderviaten aus. Da diese Haptene
keinen Spacer besitzen, sind die damit erhaltenen Antikorper oft wenig empfindlich. Diese
Methoden werden hier der Vollstindigkeit halber erldutert, insbesondere, da einige der in
dieser Arbeit charakterisierten Antikdrper mit Konjugaten dieser Art gewonnen wurden:
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Die bekannteste Methode "Atrazin-Konjugate" herzustellen, ist die Ametrynsulfoxid-Methode
(Abb. 21). Ausgehend von Ametryn (Thiomethyl-Derivat des Atrazins) wird eine Oxidation
mit MCPBA (meta-Chlorperbenzoesiure) durchgefiihrt. Das Ametrynsulfoxid wird durch
praparative Diinnschichtchromatographie von Nebenprodukten befreit und mit dem betreffen-
den Protein in wissrigem Milieu (Carbonat-Puffer) umgesetzt. Es erfolgt eine nucleophile
Substitution am Ring, wobei der Methylsulfoxid-Rest als Abgangsgruppe fungiert.
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NJ\N )\
/L O)\ /L NoN
N/kN N/\ N)\N*N/\
H H H H
Ametryn
NH,-Protein HS—-Protein
s Protein o Protein
/L NéN /L NéN
E)\”J\s/\ g)\N)\g/\

Abb. 21: Synthese von Ametrynsulfoxid-Konjugaten.

Es wird allgemein angenommen, daf bevorzugt SH-Gruppen mit Ametrynsulfoxid reagieren
[349], was wieder zu einem Schwefelsubstituenten am Ring fithrt. Andererseits besitzt
z.B. BSA zwar viele freie Aminogruppen, aber nur ein freies Cystein [350]. Insofern
diirfte auch ein erheblicher Anteil des Ametrynsulfoxids zu Aminoderivaten abreagieren. Die
Reinigung des Konjugats erfolgt mittels Gelchromatographie.

Eine noch direktere Methode wurde von GIERSCH [201] angewendet. Er setzte das Zwischen-
produkt der Atrazinsynthese 2,4-Dichlor-6-isopropylamino-s-triazin (Abb. 22) unmittelbar
mit Proteinen um. Dieses Derivat hat ein reaktives Chloratom und reagiert bei Raumtempera-
tur mit vielen Nucleophilen, so auch mit e-Aminogruppen des Lysins und SH-Gruppen des
Cysteins.
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Abb. 22: Synthese von 2,4-Dichlor-6-isopropylamin-s-triazin-Konjugaten.

7.4  Kopplung des Haptens

Die Kopplung eines Haptens an ein Enzym bzw. Protein kann mit unzdhligen Methoden
durchgefiihrt werden. Ubersichtsartikel wurden z.B. von MEANS und FEENEY [351] oder
BRINKLEY [352] publiziert.

Kopplungen mit Proteinen [353] unterliegen starken Restriktionen: So miissen die Reak-
tionen mit hoher Ausbeute, ohne stérende Nebenprodukte sowie bei Raumtemperatur (oder
darunter) in wissrigem Medium bei fast neutralen pH-Werten ablaufen. Kopplungsfahig sind
in Proteinen vorwiegend reaktive Aminosdurereste [354][355]. N-terminale Amino-
gruppen sind oft nicht zuginglich oder, wie im Fall der Peroxidase als Pyroglutamat-Rest
blockiert. In Frage kommen also z.B. Lysin- oder Cysteinreste. Thiole sind sehr reaktions-
fahig und reagieren unter bestimmten Bedingungen sehr selektiv. Bedauerlicherweise sind
freie SH-Gruppen in Proteinen eher selten und miissen daher meist erst indirekt durch
Umwandlung eines Lysinrests oder durch Spaltung von Disulfidbriicken eingefiihrt werden.
In der Praxis sind daher Lysinreste die einfachste und direkteste Weise ein Protein zu
derivatisieren, zudem die gebildeten Amide chemisch sehr stabil sind. Die Aminogruppen

werden in der Regel mit aktivierten Carbonsiurederivaten umgesetzt (Gemischte Anhydride
oder Aktivierte Ester).

Die Kopplung von NHS-Estern mit Proteinen erfolgt in neutralen bis basischen Puffern,
wobei mit 0.1 M Borax- oder Natriumhydrogencarbonatpuffer gute Ergebnisse erzielt worden
sind. Ein 10 - 100facher UberschuB an Hapten ist bei Peroxidase anzuraten, um eine unvoll-
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stindige Aktivierung und Hydrolyse im Kopplungspuffer auszugleichen. Bei anderen Enzy-
men mufl ein Kompromif§ zwischen Kopplungsausbeute und Kopplungsdichte gefunden
werden, da oft sehr viele (zu viele) Lysinreste derivatisierbar sind.

Wirklich problematisch sind sehr schlecht wasserlosliche Haptene [356]. Wenn die
Loslichkeit einen kritischen Wert unterschreitet, wird auch bei ausreichendem Zusatz von
aktiviertem Hapten keine Kopplung eintreten, da die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen
16slichem Enzym und dem als Feststoff ausgefallenen Hapten nicht geniigend hoch ist. Hier
sind neue Methoden zur Herstellung von 16slichen Haptenen erforderlich. Die Synthese eines
hydrophilen Spacers (siehe S. 220) bietet hier einen moglichen Ausweg. Eine bequemere und
allgemeiner anwendbare Losung wire ein hydrophilerer Alkohol als Ersatz fiir N-Hydroxy-
succinimid. Da die bisher auf diesem Gebiet gemachten Fortschritte noch nicht zu einem
allgemeinen Durchbruch gefiihrt haben, diirfte hier noch einige Optimierungsarbeit bzgl.
Struktur und Reaktionsbedingungen zu leisten sein.

7.5  Synthese von hydrophilen Derivaten

Die Synthese von hydrophilen Spacern begriindet sich aus verschiedenen Motivationen. Die
erste bezieht sich auf die Wasserloslichkeit der mit diesen Spacern versehenen Haptene, was
die Kopplung verbessern kann. Bei iiblichen Spacer-Derivaten werden oft so schlechte
Wasserloslichkeiten erhalten, daB die Kopplung im wissrigen Medium nicht mehr effektiv
durchgefiihrt werden kann. Reaktionen mit Enzymen in nichtwéssrigen Medien werden zwar
gelegentlich in Spezialfillen durchgefiihrt, kdnnen jedoch keineswegs als Routine-Methode
empfohlen werden. Daher erscheint es wesentlich direkter, die Spacer-Derivate so gut
wasserloslich zu machen, daB ein Umstieg auf Losungsmittel nicht notwendig wird.

Die zweite Motivation ist die Unterdriickung einer "Briicken-Erkennung" (Spacer Reco-
gnition, Bridge Binding) des Tracers. Da aus sterischen Griinden der voéllige Verzicht auf
einen Spacer negative Effekte zeigt, bietet sich hier an, bei der Immunisierung einen hydro-
phoben, beim Tracer einen hydrophilen Spacer zu verwenden oder umgekehrt.

Die dritte Motivation ergibt sich aus der Erfahrung unterschiedlicher Immunisierungsstrate-
gien: Es hat sich bisher gezeigt, daB lange Spacer gute Antikorper ergeben. Obwohl gegen-
teilige Annahmen sehr verbreitet sind, erscheint die Gefahr eines Zuriickfaltens des Spacers
eher gering. Lange Spacer (> C) sind aus Griinden schlechter Handhabbarkeit (besonders
Loslichkeit) nur sehr begrenzt eingesetzt worden. Wenn geeignete hydrophile Spacerderivate
zur Verfligung stehen, konnen vollig neue Regionen der sterischen Zuganglichkeit erschlossen
werden. Diese Vorteile konnen sich auch auf die Herstellung optimal bindender Tracer
auswirken.
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7.6  Reinigung

Die Reinheit [357] ist bei Anwendungen im Immunoassay-Bereich wesentlich wichtiger
als eine hohe Ausbeute. Dies gilt sowohl fiir die Synthese der Haptene (bzw. Vorstufen) als
auch fiir Tracersynthesen und in gewissem Ausmaf auch fiir die Antikorper selbst. Dies
bedingt bei Synthesen zwangsldufig, daB die Optimierung der Reaktionsbedingungen in eine
andere Richtung getrieben werden muf8: Moglichst leichte Abtrennung der Nebenprodukte
und Anwendung mdglichst effektiver Reinigungsschritte. Neben chromatographischen
Methoden, die unter praparativen Bedingungen zur Trennung sehr dhnlicher Verbindungen
oft nicht leistungsfidhig genug sind, sollte man an strategisch giinstigen Positionen im Syn-
theseweg "chemische" Trennschritte einbauen. Hier ist an allererster Stelle das "Ausethern"
von Carbonsduren zu nennen, die oft in einem Schritt zu sehr reinen Produkten fiihrt.

Nach der eigentlichen Kopplung (Enzym-Tracer) mu8 sich ein Reinigungschritt anschliefen,
der alle ungekoppelten Haptene vom Konjugat abtrennen soll. Urspriinglich wurden hier
vorwiegend Dialyseverfahren angewendet, die jedoch langsam und nicht sehr effektiv sind.
Wesentlich praktischer scheint die Anwendung von handelsiiblichen Entsalzungssaulen, die
als kurze gelchromatographische Saulen die Trennung zwischen Tracer (groe Molekiile) und
Nebenprodukten (kleine Molekiile) problemlos und mit hoher Effizienz durchfiihren. Die
griindliche Reinigung von Enzymtracern ist notwendig, um eine Konkurrenz zwischen
Enzymtracer und ungebundenem Hapten zu vermeiden. Dies hitte sowohl eine Erniedrigung
der Signalhdhe als auch eine drastische Verminderung der Test-Empfindlichkeit zur Folge.

Die Abtrennung von underivatisiertem Enzym ist schwierig und meist auch nicht notwendig.
Durch einen groBen Uberschuf an Kopplungsreagenz kann der Anteil an underivatisiertem
Enzym stark vermindert werden. Das native Enzym stért normalerweise im heterogenen
Immunoassay nicht, so lange nicht derartig hohe Konzentrationen erreicht werden, da
unspezifische Adsorption ein Problem wird.

7.7 Reinheitskontrolle

Fir die Untersuchung von Alkylamin-Triazinderivaten eignet sich besonders die Kapillar-
Gaschromatographie [358]-[361]. Dies ermdglicht es, den Anteil von verunreinigenden
Triazinen genau zu quantifizieren (Einschrankung: Die Verunreinigungen miissen GC-gingig
sein). Fiir neue Derivate, bei denen keine Standardsubstanz zur Verfiigung steht, eignet sich
ein Quadrupol-GC-MS, da so auch unbekannte Verbindungen identifiziert werden kdnnen.
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Steht kein Gaschromatograph zur Verfiigung, so kann eine Reinheitskontrolle auch mittels
Diinnschichtchromatographie [1511[362]-[365] erfolgen. Zur Uberpriifung eines Synthese-
verlaufs geniigt meistens Diinnschichtchromatographie auf kleinen Standard-Platten (Silicagel,
4 x 8 cm). Zur Kontrolle auf Verunreinigungen nach einer Synthese eignen sich insbesondere
die neuen hochauflésenden HPTLC-Platten [366], die in einem handlichen 5 x 5 cm Format
erhdltlich sind. Die Detektion von Triazinen auf mit Fluoreszenzindikator versehenen DC-
Platten ist denkbar einfach: Im UV-Licht 16schen Triazine durchwegs die Fluoreszenz der
Platte sehr stark. Spriihreagenzien oder andere Derivatisierungen sind also nicht notwendig.

Problematisch sind Triazin-Carbonsduren, Hydroxy- und Desalkylmetaboliten: Teilweise
wegen ihrer schlechten Loslichkeit in Wasser und in Losungsmitteln und teilweise wegen
ihren niedrigen Dampfdriicken, die eine Untersuchung im GC oft vereiteln. Gaschromato-
graphische Untersuchungen werden erst nach Derivatisierung (z.B. Methylierung [367],
Silylierung [368]) mdglich. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, daB auch die Derivatisierung
nur mit Ausbeuten < 100 % ablduft und so neue Verunreinigungen als Artefakte auftreten
konnen. Hier ist die Diinnschichtchromatographie eindeutig iiberlegen: Direkt aus dem
Reaktionsansatz konnen Proben gezogen und untersucht werden. Zu beachten ist hier aber,
daB z.B. Carbonsduren leicht Salze bilden, die in iiblichen Laufmitteln nicht mobil sind. Will
man Carbonsduren chromatographieren, so verwendet man giinstigerweise leicht saure
Laufmittel (z.B. mit einem geringen Gehalt Ameisensiure).

Noch verbesserungsfihig ist die Methode der Tracercharakterisierung. So wurden zu dieser
Arbeit die Tracer ausschlieflich im ELISA getestet, abgesehen von vereinfachten Tests zur
Erhaltung der Enzymaktivitit. Es widre jedoch durchaus hilfreich, Daten iiber Reinheit und
Kopplungsdichte zu erhalten. Dieses Problem konnte eventuell mit dem Einsatz moderner
Laser-Desorptions-Massenspektrometern geldst werden. Ubliche Methoden wie UV-Spek-
troskopie oder chemische Quantifizierung von Aminogruppen o.4. sind m.E. nicht zuverléssig
und konnen allenfalls eine Schatzung liefern. Es wird auch nur ein Mittelwert gemessen -
man erhalt keine Information iiber die Verteilung unterschiedlicher Spezies.

7.8  Strukturanalyse

Fiir die strukturanalytische Untersuchung von Triazinderivaten sind im allgemeinen alle
tiblichen Methoden durchfiihrbar: Massenspektrometrie, IR, IH-NMR, 13C-NMR und andere.
Schwierigkeiten gibt es, wie schon im Abschnitt "Reinigung" erwiahnt, bei schwer 18slichen
und schwer fliichtigen Derivaten. So kann es durchaus Probleme bereiten, fiir NMR-Unter-
suchungen ausreichende Mengen in Losung zu bringen. D¢-DMSO ist das einzige deuterierte
Losungsmittel, das zumindest annéhernd ausreichende Losungseigenschaften hat. Bei massen-
spektrometrischen Methoden sind FAB und dhnliche Varianten am besten geeignet.

Zur Strukturanalyse von Enzymtracern gibt es nur wenige Methoden, die bisher angewendet
wurden. Fir Proteine sind als Routine-Methode SDS-PAGE, native PAGE, isoelektrische
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Fokussierung und Gelchromatographie zu nennen. Obwohl keine eigenen Erfahrungen mit
elektrophoretischen Methoden vorliegen, diirfte sich besonders die isoelektrische Fokussie-
rung zur Analyse von Tracern gut eignen. Die Massenunterschiede machen bei einem
Kopplungschritt typischerweise nur 0.5-1% aus. Trotzdem ist eine Trennung zu erwarten,
denn bei jeder Kopplung wird aus einer Aminogruppe ein Amid und damit eine positive
Ladung des Proteins vernichtet. Da Proteine bei iiblichen pH-Werten nur wenige Ladungen
tragen, diirfte ein Unterschied von einer Ladung einen betridchtlichen Unterschied in der
Mobilitdt im elektrischen Feld ausmachen bzw. den isoelektrischen Punkt stark verindern
[369].

Als Alternative kommt insbesondere die matrixunterstiitzte Laserdesorptions-Massenspektros-
kopie in Frage. Die Massenauflosung diirfte ausreichen, um die verschieden substituierten
Spezies aufzutrennen. In Kombination mit einer enzymatischen Spaltung bzw. einem Brom-
cyan-Abbau diirfte es sogar moglich sein, den genauen Ort der Derivatisierung am Enzym
bzw. am Protein zu lokalisieren.

7.9 Immunisierung

Da die Immunisierung ein ganz zentraler Punkt bei der Herstellung von Immunoassays ist,
sollen hier die m.E. interessantesten Punkte kurz angesprochen werden.

Grundlegende Verfahrensvorschriften konnen aus den Standardtexten zum Immunoassay
entnommen werden, die z.B. im Einfiihrungsteil zitiert wurden. In diesem Zusammenhang
sind auch Uberlegungen zum aktuellen Thema Tierschutz angebracht [370], da in der
jetzigen Form der Antikorperherstellung (polyklonal und monoklonal) zwangsldufig Tiere
gebraucht werden. Erst wenn die gentechnologische Herstellung von Antikérpern in der
Praxis Einzug hilt, kann hier eine grundsitzliche Wende erwartet werden.

Die Auswahl der Tierart und Rasse erfolgt meist nach praktischen Erwégungen, z.B. der
Menge des Antiserums, das gebraucht wird. Fiir polyklonale Antikorper werden meist
Kaninchen bevorzugt, da sie eine fiir viele Zwecke ausreichende Menge Serum liefern und
zudem leicht gehalten werden konnen. Bei groBerem Antikdrperbedarf ist die Verwendung
von Schafen oder Ziegen moglich. Dal die Auswahl einer bestimmten Art oder Rasse
erheblichen EinfluB auf die Qualitit der Antikorper haben kann, ist weitgehend unbestritten
[371]. Ungliicklicherweise ist unbekannt, auf welchen Mechanismen diese Unterschiede
beruhen. Daher kann bisher nicht gezielt die optimale Art oder Rasse ausgewdhlt werden.
Erfolg oder MiBerfolg ist folglich in gewissem AusmaB vom Zufall abhingig. Bei mono-
klonalen Antikérpern stellt sich nur die Frage der Zuchtlinie, da bisher nur von Méusen
leistungsfahige Myelomzellen zur Verfiigung stehen. Obwohl sich bestimmte Mausstimme
als Quasi-Standard etabliert haben, gibt es gleichermaBen keine nachvollziehbaren Regeln zur
Auswahl.
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Da hier nur von Haptenen die Rede ist, muf} ein Carrier verwendet werden, um sie immuno-
gen zu machen. Hier hat sich die Regel bewidhrt, moglichst dem Tier nicht verwandte
Proteine zu verwenden. Dies erklért den Erfolg von Himocyanin, das aus Schnecken gewon-
nen wird und das Immunsystem von Sdugetieren sehr stark stimuliert. Eine exotische, aber
moglicherweise zukunftstrichtige Variante ist die Verwendung von Dendrimeren [372],
die mit antigenen Peptiden beladen wurden ("Multiple Antigen Peptide System").

Die Kopplungsdichte des Haptens am Carrier ist Thema andauernder Kontroversen. Es gibt
Hinweise, daB zu hohe und zu niedrige Kopplungsdichten ungiinstig sein konnen. Mehrfach
bestitigt wurde die Theorie, dal die Menge des injizierten Immunogens kritisch ist. So erhalt
man in der Tendenz hoher affine Antikorper bei geringeren Immunogenmengen. Dagegen
kann Zusammenhang zwischen der Art bzw. dem Ort der Injektion mit der Qualitit der
Antikdrper nicht sicher nachgewiesen werden. Das Boosten (Auffrischen) der Immunisierung
muf in einer Phase niedrigen Antikorpertiters erfolgen, da sonst das Immunogen sofort
neutralisiert wird.

Das sog. Adjuvans [373] ist ein unterstiitzendes Mittel, das die Immunogenitdt verstarkt
und zudem eine Depotwirkung ausiibt. Geradezu klassisch ist das "Komplette Freundsche
Adjuvans" (cFA) und das "Inkomplette Freundsche Adjuvans" (iFA). Das cFA besteht aus
abgetoteten Bakterien (Mycobacterium tuberculosis), Mineral6l und einem Emulgator, beim
iFA fehlen die Bakterien. Oft werden auch inaktivierte Bordetella pertussis-Bakterien
zugesetzt. Diese doch ziemlich alchimistischen Mischungen sind erstaunlicherweise sehr
erfolgreich. Sie sind aber sowohl fiir Mensch und Tier ziemlich riskant bzw. belastend, so
sind besondere Sicherheitsvorkehrungen bei der Anwendung zu beachten. Die schweren
Nebenwirkungen des Freundschen Adjuvans (z.B. Entziindungen an der Injektionsstelle,
Fieber und Granulombildung) sind der Grund wieso cFA und iFA beim Menschen fiir
Impfungen verboten sind, sogar als Bestandteil von Veterindr-Vaccinen ist cFA nicht geeignet
[374). Zwar wurden Aluminiumhydroxid und methyliertes BSA schon vor lingerer Zeit
als Adjuvantien beschrieben. Trotzdem haben sie das cFA nicht verdringen koénnen.

Neuerdings sind jedoch erhebliche Fortschritte [375][376] auf diesem Gebiet gemacht
worden, die die Anwendung von cFA entbehrlich erscheinen lassen. Besonders interessant
sind Arbeiten [374], in denen versucht wurde, die Minimalstruktur der Bakterienzellwand zu
ermitteln, die den unterstiitzenden Effekt bei der Immunisierung verursacht. Diese Minimal-
struktur wurde als N-Acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamin (Muramylpeptide) identifiziert.
Es konnte gezeigt werden, daf dieses Glycopeptid einen dhnlichen Effekt wie cFA hat,
allerdings mit geringeren Nebenwirkungen. Zu nennen wiéren hier auch das GMDP (Glyco-
pin) sowie Murabutid, die als wirksame und sichere Adjuvantien fiir Impfungen gelten
[377]. Ein weiteres System basiert auf der Verwendung von 6,6’-Trehalosedimycolat
(TMD, Cord Factor, aus Mycobakterium bovis). Es werden Mischungen mit Ol, Tween 80
und Monophosphoryl Lipid A bzw. einem nicht ndher spezifizierten Zellwandskelett angebo-
ten [378].
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Eine andere Strategie wird bei der Anwendung von Pam;Cys (S-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-
(2-RS)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-cystein) bzw. Pam;Cys-Ser verfolgt [379]-[381]. An die freie
Carboxylgruppe der Aminosaure wird kovalent ein Peptid von ca. 15 Aminoséuren gekoppelt
[382]. Das Konjugat ergibt ein nicht-pyrogenes, niedermolekulares Immunogen, das ohne
Adjuvans eingesetzt wird. Bei diesen Substanzen ist kein Boosten (Auffrischungsimpfung)
notwendig. Zudem wurden erfolgreiche in vitro Immunisierungen durchgefiihrt.

Wenn man von lipiddhnlichen Substanzen spricht, so denkt man natiirlich auch an Liposo-
men. GREGORIADIS [383] hat einen Ubersichtsartikel zum Thema Liposomen als Adjuvantien
veroffentlicht. Dennoch sind auf diesem Gebiet bisher erst Teilerfolge erzielt worden.

Sehr vielversprechend sind die Ergebnisse einer Arbeitsgruppe der BAYER AG [374]. Es
wurde ein immunologisch sehr wirksames Derivat (BAY R 1005) gefunden, das sich aus
einem Aminozucker, einer Aminosédure, einem langkettigen Alkylamin sowie einer Fettsdure
zusammensetzt. Bei einem Experiment mit infektidsen Viren war die Uberlebensrate von
Mausen 100 % bei Verwendung von BAY R 1005 und nur 60 % mit Komplettem Freund-
schen Adjuvans. Auch der Antikdrpertiter bei Immunisierung mit Ovalbumin lieB sich mit
dem Peptidoglycolipid BAY R 1005 stark steigern.

Zusammenfassend kann man sagen, daB es eine erhebliche Anzahl von cFA-Ersatzstoffen
gibt. Das 1937 erstmals verwendete cFA gilt bis heute als Standard-Adjuvans im Forschungs-
bereich, obwohl die neueren Immunstimulantien vergleichbare, in einigen Fillen sogar
deutlich iiberlegene immunologische Eigenschaften zeigen. Viele dieser Adjuvantien wurden
in klinischen Studien auf ihre Wirkungen und Nebenwirkungen genau untersucht.

Es erscheint durchaus angebracht, bei der Herstellung von Antikorpern mindestens die
Kriterien einer Anwendung im Veterindrbereich anzulegen und den Versuchstieren damit
unndtige Belastungen zu ersparen. Man sollte nicht das Risiko eingehen, aus Bequemlichkeit
die Akzeptanz der Immunoassays in der Offentlichkeit aufs Spiel zu setzen. Die zusitzlichen
Kosten diirften sich im nichtsignifikanten Bereich bewegen.
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II1. ZIELE UND AUFGABENSTELLUNG

Trotz langjahriger Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der Hapten-Immunoassays ist es bisher
nicht gelungen, den Anteil der Empirie an der Entwicklung neuer Assays entscheidend zu
vermindern. Es existieren zahllose immunologische Tests zur Bestimmung von Stoffen
niedriger Molmasse. Die Resultate haben meist mehr exemplarischen als allgemein anwend-
baren Charakter. Zudem ist es schwer, aus der Flut publizierter, oft aber widerspriichlicher
Daten konsensfahige SchluB$folgerungen zu ziehen.

Unter dem Eindruck dieser unklaren Situation sollte nicht noch ein weiterer Immunoassay
der Reihe der bisher existierenden hinzugefiigt werden. Es wurde vermutet, daB insbesondere
Untersuchungen der grundlegenden Mechanismen eines Immunoassays neue Erkenntnisse und
Fortschritte bringen wiirden. Vorversuche hatten gezeigt, dal ELISAs ein wesentlich kom-
plexeres Verhalten zeigen als durch einfache Modelle prognostiziert wurde.

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit besteht aus Untersuchungen zur Kinetik von Immunoassays
und der Entwicklung von neuen Methoden zur Messung kinetischer Konstanten. Dies ist im
Zusammenhang mit Bemiihungen zu sehen, den Verlauf von Immunoassays mathematisch zu
beschreiben und numerische Computersimulationen durchzufiihren. Simulationen kénnen nur
dann realistische Ergebnisse liefern, wenn zu simtlichen kinetischen Konstanten Mefwerte
oder wenigstens gute Schitzungen vorliegen.

Die Computersimulationen sollten nicht nur zur Reproduktion von iiblichen ELISA-MeBwer-
ten herangezogen werden, sondern auch zur Uberpriifung diverser Hypothesen und zur
Entwicklung neuer Testkonfigurationen.

Ein zweiter Hauptpunkt der hier vorgestellten Arbeiten betrifft Struktur-Wirkungsbeziehun-
gen. Es wurden schon viele Hypothesen verdffentlicht, die sich auf den EinfluB von Struktur-
variationen von Immunogenen, Tracern und immobilisierten Haptenen beziehen. Um diese
Hypothesen auf den Priifstand zu stellen, sollten zahlreiche Triazinderivate synthetisiert und
im ELISA vermessen werden. Ein Schwerpunkt sollte die Untersuchung des Spacereinflusses
sein.

Die Kopplung von Haptenen an Proteine sollte so optimiert werden, daf§ eine reproduzierbare
Herstellung von Enzymtracern und immunogenen Derivaten gelingt. Allgemeine Methoden,
wie die breit anwendbare Aktivierung von Carbonsduren, konnten dann leicht auf viele
Haptene iibertragen werden, die eine Carbonsiuregruppe besitzen bzw. in die eine solche ein-
gefiihrt werden kann.
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Ein primires Ziel war es, die zahlreichen potentiellen EinfluBmoglichkeiten auf Sensitivitit
und Selektivitit von ELISAs insoweit zu untersuchen, um wirksame von unwirksamen
Strategien unterscheiden zu konnen. Die Aufgabenstellung war sinnvollerweise relativ
allgemein formuliert. Dies ermdglichte es, die Details der Aufgabenstellung dem kontinuierli-
chen Kenntniszuwachs anzupassen, experimentelle Sackgassen rechtzeitig aufzugeben und
neue erfolgversprechende Wege zu suchen.
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IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
1 Kinetik von Enzymimmunoassays
1.1  Allgemeines

In dieser Arbeit wurde versucht, eine moglichst umfassende Beschreibung der kinetischen
Vorginge in einem Immunoassay zu erreichen. Hierzu war es notwendig, die Randbedingun-
gen zu kliren, praktikable Methoden zur Messung von kinetischen Konstanten zu finden und
die Ergebnisse in einem Modell zu verarbeiten. Mit Hilfe simulierter Modelldaten sollten
Prognosen fiir die giinstige Optimierung von Immunoassays erstellt werden.

Auf Basis der in Abb. 8 angegebenen Reaktionsgleichungen erfolgten alle Berechnungen und
Simulationen.

Es wurden bestimmte Einschrankungen vorgenommen, um das System sinnvoll zu verein-
fachen: Die " Antikorperkonzentration" entspricht der Konzentration der Bindungsstellen, eine
eventuell mogliche Multivalenz wurde nicht speziell beriicksichtigt. Trotz der heterogenen
Charakteristik des Tests wurde angenommen, daB die Reagenzien homogen im betreffenden
Volumen verteilt sind. Im Sinne einer reinen Formalkinetik sind die Konstanten, die hier
gewonnen wurden, als "scheinbare" Konstanten anzusehen. Korrekturen wurden nicht
vorgenommen. Bei Tracerkonzentrationen wurde eine vielleicht vorhandene Verunreinigung
mit ungekoppeltem Enzym nicht beriicksichtigt. Die Bindungsstellen wurden als homogen
angesehen, die Dauer von Durchmischungsvorgingen wurde vernachldssigt.

1.2  Reaktionsordnungen

Die Uberpriifung, ob die Antikorper-Tracer-Reaktion den angenommenen Geschwindigkeits-
gesetzen gehorchen, wurde die Reaktionsordnung beziiglich Antikorper und Tracer unter-
sucht. Die Methode der Anfangsgeschwindigkeiten [384][385] ist mit Mikrotiter-
platten gut realisierbar. Der Tracer wird in festen Zeitinkrementen zugegeben und am Ende
wird die gesamte Platte gewaschen. Der Waschschritt entspricht dem Ende der Reaktion.
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Ein Geschwindigkeitsgesetz der Form

dial _ | _ a (R
T = UA =k [A] [B] (Gl' 30)

kann durch den Ubergang zum Anfangszustand zum Zeitpunkt t=0 und durch
Logarithmieren in die Gleichung

log v,, = log k + a log [A], + b log [B], (Gl. 31)

{iberfiihrt werden. Wird die Konzentration B konstant gehalten, so ergibt sich bei einer
Auftragung Logarithmus Anfangsreaktionsgeschwindigkeit gegen Logarithmus [Alg_.onst.
eine Gerade. Die Steigung entspricht der Ordnung der Reaktion. Nun sind bei der hier
angewandten Methode nur relative Anderungen der Reaktionsgeschwindigkeit erhltlich, nicht
jedoch die Anfangsgeschwindigkeiten selbst (zumindest nicht in einer in SI-Einheiten umre-
chenbaren Form). So ist zwar die Form auswertbar, nicht aber die Steigung. In Abb. 23 ist
ein solcher Plot zu sehen. Es zeigt sich, daB in guter Néherung von einer Geraden gespro-
chen werden kann. Da sich auch in einer linearen Auftragung eine Gerade ergibt, kann mit
Berechtigung von einem Verhalten pseudo-erster Ordnung ausgegangen werden. Auch die
Vermessung eines anderen Tracers fiithrte zu einem vergleichbaren Ergebnis (Daten nicht
dargestellt).
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Abb. 23: Reaktionsordung beziiglich Enzymtracer. Antikdrper: Ciba 21-1 1:10.000, 200 pL, ca. 18 h,
Vorinkubation: 200 pL PBS, Inkubation 100 pL Tracer (i-Pr/Cl/C6), Konzentration variabel.



IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 97

Auch die umgekehrte Messung, Tracerkonzentration konstant und Antikérperkonzentration
variiert, zeigt die erwarteten Ergebnisse. Da die Antikorper immobilisiert und die Antikor-
perkonzentration weitgehend unbekannt ist, tritt eine besondere Komplikation auf: Man kennt
nicht die Menge des immobilisierten Antikorpers. Es wurden daher zwei Methoden parallel
versucht:

a) Der Antikorper wurde in bestimmten Stufen verdiinnt. Die Konzentration des immobi-
lisierten Antikorpers wurde proportional der eingesetzten Coating-Konzentration
gesetzt.

b) Der gecoatete Antikorper wurde mit einer hohen Konzentration Tracer versetzt. Es
wurde angenommen, daB die gebundene Tracermenge proportional zur Menge des
immobilisierten Antikdrpers ist.

Beide Methoden erbrachten weitgehend identische Ergebnisse. Dies konnte man so inter-
pretieren, daB beim Coaten der Antikorper im angegebenen Konzentrationsbereich quantitativ
auf der Platte gebunden wird (zumindest mit einer konzentrationsunabhingigen Effizienz).
Die Sittigungsabsorption ist als relatives MaB zur Quantifizierung der immobilisierten
Antikérpermenge definiert worden. Die Séttigungsabsorption wird durch Absittigen der
Antikorper mit Enzymtracer und nachfolgendem Entwickeln mittels chromogenem Substrat
erhalten. Genauer gesagt wird die Menge der sterisch zugéinglichen Bindungsstellen gemes-
sen.

Die Form der zur Bestimmung der Reaktionsordnung hergestellten Kurven ist sehr inter-
essant. Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit steigt linear mit der Antikorper-Konzentration,
sowohl im doppelt logarithmischen Plot (Abb. 24), als auch im linearen. Auch hier 148t sich
mit guter Genauigkeit eine Reaktion pseudo-erster Ordnung feststellen. Es gibt jedoch bei
hohen Antikérperkonzentrationen eine Abweichung vom linearen Verhalten. Dies wurde bei
fast allen bisher untersuchten Antikorpern gefunden (Daten nicht dargestellt). Die Steigung
sinkt auf Null ab, sie wird sogar etwas negativ. Dies konnte die Grenze zur Diffusions-
limitierung darstellen. Bei sehr hohen Antikdrpermengen sollte eine waagrechte Linie
resultieren, da der StoffmengenfluB nur noch von der Diffusion durch die konzentrations-
polarisierte Grenzschicht bestimmt wird, nicht jedoch von der Menge des immobilisierten
Antikorpers.
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Abb. 24: Reaktionsordnung beziiglich Antikorper. Antikdrper K1F4, 200 uL, ca. 18 h, Konzentration
variabel (1:10.000-1:500.000), 50 pL PBS vorinkubiert, 200 pL Tracer 1:100.000 (i-Pr/Et/3MPS),
100 s, Entwicklung 30 min, Sdttigung: Tracer 1:10.000, 6 h, 300 uL (PSB + 0.1 % BSA), Substrat 1:4
verdiinnt, 2 min.

Ein dhnliches Phinomen wurde kiirzlich auch in einer Publikation [35] beschrieben. In der
angesprochenen Arbeit wird ein Uberladen der Platte mit Antikrpern verantwortlich ge-
macht. Die "iiberstehenden" Antikdrper wiirden spiter zusammen mit dem Tracer abge-
waschen. Nach den Ergebnissen in Abb. 53 erscheint dies jedoch weniger wahrscheinlich.
Da die Steigung auch negativ wird, kann das Auftreten dieser Abweichung von der Linearitit
auch mit sterischen Problemen zusammenhédngen. Es ist davon auszugehen, daB§ bei hohen
Antikorperdichten sterische Restriktionen auftreten, die das Binden eines grofien Molekiils
(Tracer) stark behindern. In einer dichten Packung von Antikdrpern sind entsprechend
weniger Bindungsstellen zugénglich. Daher erscheint es kontraproduktiv, die Antikorper-
dichte stark zu erhéhen, um die Menge des gebundenen Tracers (und damit die Signalh6he)
zu vergroBern. Es mufl betont werden, daB dieses Phdnomen bei vielen Antikorpern in
reproduzierbarer Weise auftritt und kaum von der Art des Antikdrpers abhdngt. Auch dies
spricht fiir ein rein "raumliches" Problem.

Es ist daher nicht auszuschliefen, daff die gefundene Abweichung nichts mit Diffusion zu tun
hat und nur mit einer Uberschreitung einer kritischen Packungsdichte zusammenhingt. Auf
jeden Fall kann gefolgert werden, daf8 Diffusion bei niedrigen Antikdrper-Dichten, wie sie
normalerweise im ELISA eingesetzt werden, keine Rolle spielt.
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Abb. 25: Vergleich Antikirper-Verdiinnung und Sittigungsabsorption. (Bedingungen siehe Abb. 24)

In Abb. 25 ist die Antikorperverdiinnung gegen die "Sattigungsabsorption” aufgetragen. Man
erkennt in der Grafik, daB bei niedrigen Antikdrperkonzentrationen die beiden Parameter
proportional sind, erst bei hohen Konzentrationen treten stirkere Abweichungen auf. Diese
Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit den Resultaten von CANTARERO et al. [386],
der 12°I-markierte Proteine untersucht hat und eine Linearitit der Adsorption bis ca. 150
ng/cm? gefunden hat. Trotz einer erhdhten Antikdrpermenge steigt die Sittigungsabsorption
kaum mehr an. Dies untermauert die Annahme, daf hier sterische Probleme mafigebend sind.
Man konnte auch eine niedrigere Effizienz der Coatingprozedur bei hohen Konzentrationen
vermuten (geringerer gebundener Anteil). Dies widerspricht jedoch dem Ergebnis in Abb. 24.
In diesem Fall sollte sich durch die Verwendung des Parameters Séttigungsabsorption die
Nichtlinearitiit vollstindig beseitigen lassen. Zur endgiiltigen Klarung, auf welchen Mechanis-
mus die Abweichung bei hohen Konzentrationen zuriickzufiihren ist, miissen weitere Experi-
mente durchgefiihrt werden.

1.3 Dissoziationskonstanten des Tracers

Ausgangspunkt war die Idee, kinetische Konstanten zu messen, um einen ELISA quantitativ
beschreiben zu kénnen. Am einfachsten wurde die Messung der Dissoziationskonstante des
Tracers eingeschitzt, da hier das Label direkt verfolgt werden kann und keine Vorkenntnisse
iiber die Konzentrationen erforderlich sind. Man erwartete naherungsweise exponentielle
Verliufe, die eine Berechnung der Dissoziationskonstante leicht ermoglichen.

In Abb. 26 ist das Ergebnis einer der ersten Messungen dargestellt. Es ist auch ohne quanti-
tative Auswertung schnell ersichtlich, daB hier kein einfaches exponentielles Gesetz vorliegen
kann. Mindestens zwei Phasen der Dissoziation lassen sich gut unterscheiden. Versucht man
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ein Fitting mit einer doppelten Exponentialfunktion, so erhilt man sehr gute Anpassungen.
Zusitzliche Erweiterungen der Gleichung fiihren zu keinen signifikanten Verbesserungen.
Man erhilt zwei Dissoziationskonstanten, die sich ungefahr um den Faktor 20 unterscheiden.
Die erste Hypothese zu diesem Experiment bezog sich auf die Valenz des Tracers. Aus den
gut differenzierten Dissoziationskonstanten wurde geschlossen, daB es sich um zwei unter-
schiedlich gebundene Spezies handeln miisse. Dies kdnnte man sich primédr durch die poten-
tielle Mehrbindigkeit von Tracer und Antikorper erkldren. So wiirden je nach sterischem
Angebot die Tracer-Molekiile einfach oder doppelt gebunden. Dies miiite sich in einem
analogen Dissoziationsverhalten zeigen. Zudem wurde in einer Arbeit iiber indirekte Immuno-
assays ein valenzabhdngiges Verhalten gefunden [387]. Weitere ahnliche Experimente
brachten anfangs keine neuen Erkenntnisse.

Die Entscheidung iiber die Richtigkeit der o.g. Hypothese fiel mit einer neuen Tracersyn-
these. Durch eine spezielle Haptenverdiinnungsmethode konnte ein Peroxidase-Tracer mit
vorwiegend mono-Derivatisierung hergestellt werden ("Mono-Tracer"). Hierzu wurde die
Triazincarbonsidure (Hapten) 1:10 mit 2,4-Dinitrophenylessigsdure vermischt und aktiviert.
Da ein Meerrettichperoxidase-Molekiil nur 1-3 derivatisierbare Aminogruppen besitzt, ist die
Chance gering, dal mehrere Triazin-Haptene an einem Peroxidasemolekiil gebunden werden.
Der Vergleich mit dem normal hergestellten Tracer wird in Abb. 27 gezeigt. Das Ergebnis
ist recht erniichternd. Die Tracer verhalten sich im Rahmen des MeBfehlers identisch. Auch
sollte ein monovalenter Tracer nach wenigen Halbwertszeiten die Abszisse erreichen. Dies
ist nicht einmal im Ansatz zu erkennen. Eichkurven von mono- und multivalenten Per-
oxidase-Tracern sehen vollig identisch aus (Daten nicht dargestellt). Man muB daraus den
SchluB ziehen, daB die Valenz des Tracers nicht fiir das merkwiirdige Dissoziationsverhalten
verantwortlich ist.

Zur weiteren Versuchsplanung war eine neue Arbeitshypothese notwendig. Es wird immer
noch davon ausgegangen, daB es unterschiedliche Komplex-Spezies an der Mikrotiterplatte
geben muB. Ist die (immunologische) Valenz nicht Ursache fiir die Form der Dissoziations-
kurve, so gibt es noch zwei weitere Moglichkeiten. Die Antikdrper konnten partiell lose sein
und wiirden bei den Waschvorgéngen incl. Tracer abgelost. In eine dhnliche Richtung wiirde
die langsame Hemmung der Peroxidase durch den Waschpuffer weisen. Beides hitte nichts
mit der Antikorper/Antigen-Reaktion zu tun und wire ein reines Artefakt. In Abb. 53 wurde
erstere Hypothese durch vielfaches Waschen iiberpriift und verworfen. Enzymhemmung kann
nicht sicher ausgeschlossen werden. Es wiirde jedoch bei Ausschaltung einer eventuellen
Inhibition eine noch kleinere Dissoziationskonstante resultieren, was das Problem der
merkwiirdigen Dissoziationskurven nicht 16sen, sondern verschirfen wiirde.
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Abb. 26: Dissoziationskurve des K1F4-(t-Bu/Et/C6)-Komplexes. Antikdrper: KIF4 1:10.000, 200 pL,
RT, ca. 18 h, Tracer: t-Bu/Et/C6 1:10.000, 4 h, RT, Entwicklung 8 min.
Y=A-EXP(k;X)+B-EXP(-ky-X), A=1.28, B=0.877, k;=0.12 [1/min], k,=0.0057 [1/min], r=0.9997,
Hinweis: k; und k, sind Fittingparameter und sind nicht identisch mit den oben definierten Geschwindig-
keitskonstanten.
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Abb. 27: Vergleich eines monovalenten mit einem multivalenten Tracer. Antikorper: anti-Maus-1gG
(Sigma) 1:5000, 24 h, RT, mit demin. H,O gewaschen, getrocknet. K1F4 (20fach) 1:1000 PBS, 1 h,
Tracer: t-Bu/Et/C6 1:10.000 (PBS, 10 g/L BSA, 0.1% Tween 20), 24 h, 4 °C, t-Bu/Et/C6 (mono)
analog, Waschdauer variabel, Entwicklung 15 min.
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Als neue Hypothese konnte man annehmen, daB die "zweite" Wechselwirkung nicht immuno-
logischer Art ist, sondern mit einer "unspezifischen" Wechselwirkung mit der Plattenober-
flache zu tun hat. In Abb. 28 wird diese Hypothese in einer "Reaktionsgleichung" zusammen-
gefait. Zudem werden zusitzliche Geschwindigkeitskonstanten definiert.

o) M
_

ADbb. 28: Arbeitshypothese zum Mechanismus der Tracerbindung. k; Assoziationskonstante (Immun-
komplex/Wand), k_; Dissoziationskonstante (Immunkomplex/Wand), k, Assoziationskonstante (Tra-
cer/Wand), k_y Dissoziationskonstante (Tracer/Wand).

Nach der Bindung des Tracers an der Antikérperbindungsstelle (k;) konnte sich eine Folge-
reaktion einstellen, die zur festen Adsorption des Enzyms an der Oberfliche fiihrt (kj).
Dieser adsorptive Schritt wirft sofort die Frage auf, ob Enzymtracer nicht auch ohne Hilfe
des Antikorpers unspezifisch an der Plattenoberflédche adsorbieren kann (k,).

In der ersten Testserie zu diesem Ansatz wurde gepriift, ob man diese Adsorption unter-
binden kann, um den ersten Teil der Reaktion ungestdrt beobachten zu kdénnen. Hierzu
wurden Dissoziationskurven mit Zusatz von Carboxymethylcellulose (CMC) und Gelatine
(Abb. 29), sowie BSA und Tween 20 (Abb. 30) durchgefiihrt.

Der anionische Polyelektrolyt Carboxymethylcellulose hat augenscheinlich keinen Einflu$f auf
die Dissoziation des Tracerkomplexes. Dagegen fiihrt das bewidhrte Blocking-Reagenz
Gelatine zu einer signifikanten Erniedrigung des fest gebundenen Anteils. Dies kdnnte,
basierend auf der fibrilldren Struktur der Gelatine, sowohl auf einem effektiven Blocking, als
auch auf einer Protein-Protein-Wechselwirkung beruhen. Vergleicht man mit dem Blocking-
Reagenz BSA, so fdllt dessen geringere Effektivitit auf. Dagegen wirkt Tween 20 unge-
wohnlich. Es scheint die schwacher gebundenen noch leichter ablosbar gemacht zu haben.
Die stark gebundene Fraktion wird zwar vermindert, aber nicht in die Ndhe von Null ge-
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bracht. Im Gegenteil, die noch gebundenen Tracermolekiile erscheinen besonders fest

gebunden. Dies konnte auf die Existenz einer Verteilung unterschiedlichster Bindungsstirken
hinweisen.

0.8
/E\ 0O ohne Zusatz
g 0.6' O CMC
o A Gelatine
Yo
2
g
Rel
-
(o
(
e)
a8
<

0.0 1 Y 1 T T
0

20 40 60 80 100 120
Waschdauer [(min]

Abb. 29: Dissoziationskurven mit Zusatz von CMC oder Gelatine. Antikdrper: K1F4 1:20.000, 4 h,

4 °C, Tracer: t-Bu/Et/C6 1:100.000, PBS mit je 1% Zusatz CMC (ultra low viscosity), Gelatine, 20 h,
4 °C, Emwicklung 7 min.
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Abb. 30: Dissoziationskurven mit Zusatz von Tween 20 oder BSA. Antikdrper: K1F4 1:20.000, 72 h,

4 °C, Tracer: t-Bu/Et/C6 1:100.000, PBS mit Zusatz von Tween 20 (0.5 %), BSA (5 %), 24 h, RT,
Entwicklung 6 min.
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AnschlieBend wurde untersucht, ob sich spezifische und unspezifische Bindung an Mikrotiter-
platten charakteristisch an der Dissoziationskinetik ablesen lassen. Hierzu wurde eine unge-
coatete Platte mit unterschiedlichen Peroxidase-Tracern inkubiert und dann einem Dissozia-
tionsprozeB unterworfen. Die Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt. Es ist gut erkennbar,
daB die unspezifische Adsorption an Mikrotiterplatten primdr sehr stark gebundene Spezies
liefert. Jedoch ist bei allen Tracern mehr oder weniger stark eine stirkere Dissoziation am
Anfang zu bemerken. Dies bedeutet, daB sowohl die erste, als auch die zweite (langsamere)
Phase bei 100% unspezifischen Prozessen auftreten und nicht an die Anwesenheit von
Antikorpern gebunden sind. Die Arbeitshypothese, dafl einer der beiden Phasen direkt der
Antikorper-Reaktion zugeordnet werden kann, muB stark in Frage gestellt werden.

Diese Ergebnisse sind nicht leicht mit der Tatsache in Einklang zu bringen, da ELISAs ja
unbestritten sehr gut funktionieren konnen und bei einem Uberschuf an Antigen nur eine
marginale "unspezifische" Bindung des Tracers auftritt. Es sollte beachtet werden, daB die
Messung der unspezifischen Bindung mit einer ungeblockten Platte und mit Tracerkonzen-
trationen durchgefiihrt wurde, die ca. 100fach iiberhoht waren.
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Abb. 31: Tracer-Vergleich der unspezifischen Bindung. Antikdrper: entfillt, Inkubation: Peroxidase
1:5000, t-Bu/Et/C6-Tracer 1:1000, t-Bu/Et/C6-Tracer (Glutarsduredihydrazid-modifiziert) 1:1000,
i-Pr/ClI/EDA-DGS-Tracer 1:5000, 200 uL in PBS, 4 h, RT, Emtwicklung 1 min, 2.5 min, 1.5 min,
2 min.
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Abb. 32: Vergleich verschiedener Antikorper. Antikdrper: K4E7, Ciba 21-1, AK 15, C193 1:10.000,
200 pL, 28 h, RT, Tracer: i-Pr/CIl/C6 1:100.000, 200 pL, 15 h, 4 °C, Entwicklung: 60 min, 60 s, 20 s,
S min.

Es stellte sich nun die Frage, inwiefern Antikdrper und Tracer in ihrer Eigenschaft als
Bindungsprotein bzw. Ligand den Verlauf der Dissoziation beeinflussen. Es wurde eine
parallele Messung mit vier Antikorpern und einem Tracer durchgefiihrt. Abb. 32 zeigt den
Verlauf der Kurven. Grob konnte man sagen, daB Antikorper, die viel Tracer binden, auch
anfangs eine schnelle Dissoziation zeigen. Der monoklonale Antikérper Ciba 21-1 féllt hier
etwas aus der Reihe, weil er eine sehr gestreckte Kurve zeigt. Dies ist aber leicht erklarbar,
wenn man weiBl, daB dieser Antikorper der einzige unter den untersuchten war, der in hoch-
gereinigter (chromatographierter) Form vorlag. Die anderen Antikdrper waren zwar konzen-
triert, lagen aber in einer verhéltnisméBig hohen Konzentration von Fremdprotein vor. Geht
man nun davon aus, daB die Fremdproteine gleichfalls auf der Platte adsorbiert werden, so
konnte man schliefen, daf im Falle des Antikorpers Ciba 21-1 mehr gute Adsorptionsstellen
unbesetzt geblieben sind. Es 1468t sich interessanterweise zwischen dem hochempfindlichen
C193 und dem unempfindlichen AK 15 kein entscheidender Unterschied ausmachen. Ins-
besondere die Steigungen im flachen Teil scheinen dhnlich.

Dies stiitzt die Hypothese, daB der Dissoziationsproze weitgehend von unspezifischen
Bindungen gesteuert wird. Die beobachteten zwei Phasen lassen sich zwanglos erkliren. In
Untersuchungen iiber die Bindung von Antikérpern an Polystyrolplatten [388] wurde
gefunden, daB es zwei sehr unterschiedlich stark fixierte Fraktionen gibt. Die stark gebun-
dene Fraktion korreliert weitgehend mit einer monomolekularen Schicht, die schwach
gebundene wird Protein-Protein-Wechselwirkungen zugeordnet.
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Abb. 33: Vergleich verschiedener Tracer. Antikdrper: K1F4 1:20.000, 200 uL, 4 h, RT, Tracer:
i-Pr/SMe/C6, i-Pr/Et/C6, i-Pr/Et/3MPS, t-Bu/Et/C6 1:100.000, 200 pL, 20 h, RT, Emwicklung:
30 min, 30 min, 9 min, 9 min.

Im komplementiren Experiment wird die Tracerstruktur variiert. Besonders interessant
erscheinen die stark bindenden Tracer t-Bu/Et/C6 und i-Pr/Et/3MPS. Die Stirke der Tracer-
bindung scheint sehr viel zur Signalhdhe beizutragen: Der i-Pr/Et/3MPS-Tracer wird so stark
durch den Antikorper K1F4 gebunden, daB eine ungewodhnlich langsame Dissoziation in der
ersten Phase auftritt. Bei eher lose adsorbierten Tracermolekiilen konnte die immunologische
Bindung dominant werden. In der zweiten Phase verhalten sich wieder alle Tracer weitgehend
ahnlich, der adsorptive Anteil gewinnt die Oberhand. Dies 1a8t sich noch besser bei einer
Verdiinnungsreihe dieser beiden Tracer erkennen. In Abb. 34 wurde der Tracer t-Bu/Et/C6,
in Abb. 35 i-Pr/Et/3MPS verwendet.

Auffillig ist die kurze "Halbwertszeit" zu Beginn der Dissoziationsprozedur mit einer
anschlieBenden sehr gleichartigen flachen Zone. Vergleicht man direkt mit Abb. 35, so
erkennt man die wesentlich langsamere Dissoziation am Anfang der Kurve. Es zeigt sich also
eindeutig eine Abhdngigkeit der ersten Dissoziationsphase von der Stirke der Antikorper-
Tracer-Wechselwirkung. Weitere Untersuchungen wert ist die Beobachtung, daB k; beim
ersten Tracer mit der Verdiinnung fallt, beim zweiten Tracer aber steigt. Sollte sich dieses
Verhalten bestitigen, so gibt dies wertvolle mechanistische Hinweise. Es wire denkbar, dafl
der erstere Fall von der Desorption, der letzere von der Komplex-Dissoziation dominiert
wird.
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Abb. 34: Verdiinnungsreihe t-Bu/Et/C6-Tracer. Antikdrper: K1F4 1:20.000, 200 pL, 6 d, 4 °C,
Tracer: t-Bu/Et/C6, 200 pL, 20 h, RT, Entwicklung: 11 min, 11 min, 20 min. Absorptionen auf 10 min
normiert, Y=A-EXP(-k; X)+B-EXP(-ky,-X): k;=0.25 [1/min], k;=0.18 [1/min], k;=0.11 [1/min],
ky=0.0031 [1/min], ky=0.0022 [1/min], k,=0.0014 [1/min], r=0.995, r=0.985, r=0.968. Hinweis:
k; und k, sind Fittingparameter und sind nicht identisch mit den oben definierten Geschwindigkeits-
konstanten.
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Abb. 35: Verdiinnungsreihe i-Pr/Et/3MPS-Tracer. Antikérper: K1F4 1:20.000, 200 L, 4 d, 4 °C,
Tracer: i-Pr/Et/3MPS, 200 pL, 20 h, RT, Entwicklung: 1 min, 3 min, 15 min. Absorptionen auf 1 min
normiert. Y=A-EXP(-k; X)+B-EXP(-ky X): k;=0.041 [1/min], k;=0.058 [1/min], k;=0.088 [1/min],
k,=0.0029 [1/min], k,=0.0056 [1/min], k,=0.0086 [1/min], r=0.995, r=0.985, r=0.968. Hinweis:
k; und k, sind Fittingparameter und sind nicht identisch mit den oben definierien Geschwindigkeits-
konstanten.



108

1.6‘[3

O 1:10.000
< 1:100.000
Vv 1:1.000.000

=
L

—
@

Absorption (450 nm)
o o
.2

o o
s

T T T T v T M ﬁ? T T - T
20 40 60 80 100 120
Waschdauer [minl

e
o

Abb. 36: Verdiinnungsreihe i-Pr/Cl/C6-Tracer. Antikdrper: Ciba 21-1 1:20.000, 200 pL, 2 d, 4 °C,
Tracer: i-Pr/CIl/C6, 200 pL, 20 h, RT, Emtwicklung: 3 min, 3 min, 30 min. Absorptionen auf 3 min
normiert. Y=A-EXP(-k;-X): k;=0.0080 [1/min], k;=0.0057 [1/min], k;=0.0050 [1/min], r=0.996,
r=0.990, r=0.986. Hinweis: k, ist ein Fittingparameter und nicht identisch mit der oben definierten
Geschwindigkeitskonstanten.

Das gleiche Experiment mit der Kombination Ciba 21-1 und i-Pr/C1-C6-Tracer durchgefiihrt
ergibt noch flachere Kurven (Abb. 36). Hier sind zwei Phasen nicht mehr nachweisbar, es
wurde daher auch nur eine Dissoziationskonstante gefittet. Hier konnte sich der adsorptive
Anteil durch die hohe AntikOrper-Reinheit verstirkt bemerkbar machen. Moglicherweise
handelt es sich um die zweite Phase der Dissoziation, die erste ware zu klein, um mit dieser
Konfiguration gemessen zu werden.

Eine interessante Interpretation des zweiphasigen Verhaltens vieler Dissoziationsprozesse
konnte man von den Untersuchungen von WERTHEN und NYGREN [389] ableiten. Sie fan-
den auf Antigen-beschichteten hydrophoben Quarzoberflachen eine heterogene Verteilung der
Antikorper abhingig von der Affinitit. Die Neigung zur Clusterbildung war umgekehrt
proportional zur Affinitit. Moglicherweise sind Tracermolekiile auf der Polystyroloberfléache
gleichfalls in gewissem Umfang mobil und suchen sich die Bindungsstellen mit der hochsten
Bindungsenergie. Im Gegensatz zu repulsiven Wechselwirkungen, die man bei hohen Tracer-
dichten vermuten konnte, kann man auch signifikante Protein-Protein-Bindungsenergien
annehmen. Je nach Antikorper-Dichte, Tracer-Konzentration und Affinititskonstante wiirden
sich dann spontan Cluster bilden, die nur sehr geringe Dissoziationsneigung aufweisen
("zweidimensionale Gitterenergie"). Nur der Anteil der rdumlich einzeln gebundenen Tracer-
Molekiile dissoziiert "normal" ab. In gewissem Widerspruch zu dieser Hypothese steht der
Befund, daB bei hohen Tracerkonzentrationen hohe Dissoziationskonstanten vorherrschen und
umgekehrt. Moglicherweise sind labile Mehrfachschichten oder Assoziate die Ursache.
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Einen wertvollen Hinweis lieferten Experimente von ULRICH [390]. Es wurde gefunden,
daB auch bewihrte Standard-ELISA-Konfigurationen versagen, wenn statt tensidhaltigem
Waschpuffer nur demineralisiertes Wasser verwendet wird. Die Tracerbindung erscheint
weitgehend unspezifisch mit nur geringer Analyt-Kompetition. Dies weist darauf hin, da$§ vor
dem ersten Waschvorgang erhebliche Mengen des Tracers unspezifisch, aber relativ lose an
der Mikrotiterplattenoberfliche gebunden ist. Erst durch den Tensid-Waschschritt werden
spezifisch von unspezifisch gebundenen Tracern tatsichlich getrennt. Hier ist wahrscheinlich
eine mechanistische Ursache fiir die Notwendigkeit der Verwendung von Tween 20 (0.4.) zu
suchen. Der steile Teil der Dissoziationskurven konnte daher auf den "iiblichen" Abwasch-
effekt des unspezifischen Anteils zuriickzufiihren sein.

Man konnte auch eine "Kern"-Hypothese aufstellen, die postuliert, da nur immunologisch
gebundene Tracer eine freie Fliche "besiedeln" koénnen. Um dieses Tracermolekiil (Kern)
konnten sich i{iber unspezifische Wechselwirkungen weitere Tracer-Molekiile anlagern, die
jedoch nur selten eine Antikérperbindung ausbilden konnen. Diese unstabilisierten Tracer-
molekiile lieBen sich auch wieder leichter abwaschen.

Die Kern-Tracer-Molekiile zeigen dagegen ein wesentlich langsameres Dissoziationsverhalten.
Hier wird die Konzentrationsabhingigkeit des Tracers richtig wiedergegeben: Bei niedrigen
Konzentrationen (oder Tensidzusatz) bilden sich vorwiegend stabile "Kern"-Komplexe. Bei
hohen Tracerkonzentrationen ist genug Substanz fiir die Ausbildung von "sekunddren"
Tracer-Komplexen vorhanden.

1.4 Dissoziationskonstanten des Analyten

Noch viel schwieriger erwies sich die Messung der Dissoziation des Antikdrper/Analyt-
Komplexes. Limitierend war in erster Linie die hohe Dissoziationsgeschwindigkeit, die eine
Messung mit "Mikrotiterplatten-Technologie" meist nicht moglich machte. Hier miifiten
prinzipiell Stopped-Flow- oder Relaxationsmethoden zum Einsatz kommen, was jedoch bei
fehlendem direkten Konzentrationsmonitoring kaum moglich sein diirfte.

Aus den hier erhaltenen Mewerten kdnnen zumindest Abschdtzungen iiber die Mindestgrofe
der Dissoziationskonstante gewonnen werden. So konnte mit dem monoklonalen Antikdrper
K1F4 und Terbuthylazin nach einer Frist von 3 min kein signifikanter Dissoziationsprozef
mehr gemessen werden (Daten nicht dargestellt). Setzt man eine Reaktion erster Ordnung an,
so 14Bt sich eine Mindestdissoziationskonstante berechnen. Ausgehend von einer Signifikanz-
grenze von 5% Inhibition nach einer Dissoziationsdauer von 175 Sekunden (175 s ergeben
sich aus der Summe der Waschzeit und der Tracerinkubationszeit) erhdlt man:
k4;c=k=0.017 1/s. Dies entspricht einer Halbwertszeit von 40 Sekunden oder kiirzer.

Beim hoher affinen polyklonalen Antikorper C193 und Atrazin konnte mit dieser MTP-
Methode noch eine Dissoziation verfolgt werden. Bei der Auswertung dieser Kurven muf
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jedoch beachtet werden, daB das exponentielle Verhalten nur indirekt liber den Tracer
ermittelt wird. Es handelt sich hier also nicht um eine exponentielle Abnahme, sondern um
eine Zunahme.

Gemessen wird ein Signal S, das proportional zum Zerfall des Komplexes ist:
S ~ [YA],-[YA] = [YA],- ([YAly e ™) (Gl. 32)
S ~ [YAl,-(1-e7*) (GL. 33)

Fiir das Fitting eignet sich also folgende Gleichung:

s = A'[l —e —k:] (Gl 39)
mit S Signal (Absorption)
t Waschdauer incl. Tracerinkubation (Dissoziationszeit)
und den Fitting-Parametern
A maximale Absorption
k=k, Dissoziationskonstante des Antikdrper-Atrazin-Komplexes.

Bei umfangreicherem Datenmaterial konnte man als dritten Parameter eine Nullpunkts-
korrektur #, durchfiihren, um kleinere Abweichungen des tatsichlichen vom postulierten
Waschbeginn auszugleichen.

In Abb. 37 ist der Dissoziationsverlauf des C193-Atrazin-Komplexes dargestellt. Man
erkennt, daB zumindest in den ersten 5 Minuten eine Dissoziation zweifelsfrei nachgewiesen
werden kann. Die Halbwertszeit betrdgt ca. 2.7 Minuten.

Eine Variante des obigen Verfahrens wird in Abb. 38 gezeigt. Hier wurde nicht eine kon-
stante Konzentration vorinkubiert, sondern eine ganze Eichreihe. In Unkenntnis der sehr
schnellen Atrazin-Kinetik wurde hier eine Dissoziationszeit von insgesamt 45 Minuten
gewihlt. Da schon weit {iber 10 Halbwertszeiten verstrichen sind, ist es nicht verwunderlich,
daB es keine Anzeichen einer restlichen Dissoziation beim Atrazin gibt. Dies ist anders beim
extrem stark bindenden Derivat i-Pr/Cl/C6. Zur Verringerung der Abweichung durch die
Tracerinkubation sollte die Waschzeit (im Gegensatz zum gezeigten Experiment) wesentlich
linger als die Tracerinkubationszeit sein. Insofern sind aus Abb. 38 nur ungefdhre Werte zu
erwarten.
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Abb. 37: Dissoziation des Komplexes C193-Atrazin. Antikdrper: C193 1:10.000, 200 pL, ca. 18 h,
RT, Vorinkubation: Atrazin (Wasser) 10 pg/L, 24 h, Zwischenwaschen variabel, Tracer: i-Pr/Cl/C6
1:10.000, 1 min, Entwicklung: 22 min. Fittingparameter A=1.45, k=k_,=0.0043 1/s, r=0.99.
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Abb. 38: Dissodation des Komplexes C193-i-Pr/Cl/C6. Antikdrper: C193 1:10.000, 200 pL, ca. 18 h,
RT, Vorinkubation Atrazin bzw. i-Pr/Cl/C6 (Wasser), 200 puL, 1 h, Zwischenwaschen 5 min, Tracer:
i-Pr/Cl/C6 1:10.000, 40 min, Entwicklung 5 min. Halbwertszeit des i-Pr/Cl/C6-Komplexes ca. 27 min.
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Die Auswertung erfolgt durch direktes Einsetzen in die Fittingformel

A=A l-¢ ], (GL. 35)
die nach k aufgelost wurde:
A
h‘(l o (GL. 36)
k = 2
t

Es ergibt sich aus dem Median des Nullwerts (n=3) und dem Median des 1 pug/L-Werts
(n=3) ein k=k,=0.025 1/min bzw. 0.00042 1/s. Dies entspricht einer Halbwertszeit von
rund 27 min. Der Wert ist in gutem Einklang mit den Kreuzreaktionsdaten. Da die Gleich-
gewichtskonstante primdr durch die Dissoziationskonstante bestimmt wird (die Assoziations-
konstanten sind meist sehr dhnlich), miifite der kinetisch gefundene Faktor 10 zwischen
Atrazin und i-Pr/Cl/C6 einen Kreuzreaktionsunterschied vom Faktor 10 (1000%) verur-
sachen. Gemessen wurde eine Kreuzreaktion des i-Pr/C1/C6-Derivats von 930 % relativ zu
Atrazin (siehe S. 202).

Es ist klar ersichtlich, daB diese MTP-Methode ihre technischen Grenzen bei kurzen Zeiten
hat. So konnen schnell dissoziierende Komplexe nicht oder nur ungenau vermessen werden.
Hier bietet sich eine sinnvolle Methode zur Abschédtzung der Dissoziationskonstante Antikor-
per/Hapten an, die von der gut mefibaren Gleichgewichtskonstante ausgeht. Da in vielen
kinetischen Untersuchungen belegt wurde, daf§ die Assoziationskonstante ungeféhr konstant
bleibt, kann eine gute Schitzung der Dissoziationskonstanten aus dem Quotienten aus
Assoziationskonstante und Gleichgewichtskonstante erhalten werden. Dies ist auch hilfreich
fir die Planung von Dissoziationsexperimenten, um die Grofenordnung der Zeitachse
abzuschitzen.

1.5 Assoziationskonstanten

Bei Enzymimmunoassays ist es ziemlich schwierig, Geschwindigkeitskonstanten der Hinreak-
tion zu berechnen. Weder Tracer- noch die Antikdrperkonzentrationen sind genau bekannt.
Besser sieht es beim Analyten selbst aus. Hier ist wenigstens die Ausgangskonzentration
genau erhiltlich. Dafiir kompliziert sich die Messung, da ja nur indirekte Mewerte iiber den
Tracer zuginglich sind.

Zumindest einen qualitativen Eindruck liber die Antikérper/Analyt-Assoziationskonstante
erhilt man durch ein Experiment mit variierenden Vorinkubationszeiten. Es ist offensichtlich,
daB bei den betreffenden Konzentrationen (siche Testmittelpunkt) eine Gleichgewichtsein-
stellung innerhalb von 2 bis 3 Minuten erfolgt. Das bedeutet, daB bei einem zeitlichen
Abstand der Pipettierschritte Analyt und Tracer von mehr als 1 Minute der Test schon als
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sequentiell eingestuft werden muf. Nur durch Vormischen von Tracer und Probe wire eine
Pseudodquilibrium-Konfiguration moglich, was aber keine klaren Vorteile bringt (Daten nicht
dargestellt). Da zur Berechnung der Assoziationskonstante auch die Antikérperkonzentration
erforderlich ist (kein Regime pseudo-erster Ordnung), konnen die Daten der Abb. 39 nicht
quantitativ ausgewertet werden.

Vergleichbare Probleme treten bei der Untersuchung von Antikdrper/Tracer-Assoziationsvor-
gangen auf. Dieser scheinbar einfache und leicht verfolgbare Vorgang ist jedoch kaum so
auszuwerten, daB am Ende eine Assoziationskonstante resultiert. Als direktestes Experiment
kann man unterschiedliche Tracerinkubationszeiten einsetzen und die daraus resultierende
Farbentwicklung messen. Man erhdlt Kurven wie in Abb. 40.

Nun muB man sich dariiber klar werden, welche Vorginge diese Kurve verursachen. Es ist
offensichtlich, daB eine Art Sattigung auftritt, die bei iiblichen ELISA-Konzentrationen durch
den limitierten Antikorper verursacht wird. Bei einem ausreichenden Traceriiberschuf kann
der Ansatz einer Reaktion pseudo-erster Ordnung gemacht werden. Problematisch ist die
Frage, ob die Riickreaktion so schnell ist, daB sie beriicksichtigt werden muB. Fittingversuche
haben gezeigt, daB schon zwei Parameter ausreichen, die gezeigte Kurve mit sehr guten
Korrelationskoeffizienten anzupassen. Das bedeutet, daB in dem anzuwendenden Modell nicht
mehr als zwei Parameter offen bleiben diirfen. Dies ist jedoch offensichtlich bei einem
allgemeinen Modell nicht méglich.
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Abb. 39: Variation der Vorinkubationszeit. Antikorper: C193 1:10.000, 200 pL, ca. 18 h, RT,
Vorinkubation: Atrazin-Losungen (Wasser), 200 pL, 0.001-1000 pg/L, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:10.000,
100 pL, 2 min, Entwicklung 10 min, die Kurve wurde ohne den Wert bei 180 s gefittet.
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Abb. 40: Assodationskinetik Tracer/Antikorper. Antikdrper: C193 1:20.000, ca. 18 h, 200 pL, RT,
Vorinkubation 100 puL Wasser, 1 h, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:10.000 in PBS + 1 g/L BSA, Zeiten um
Waschverzdgerung korrigiert (2.2 s/Reihe), Entwicklung 5 min.

Betrachtet man den Grenzfall einer langsamen Riickreaktion (vernachldssigbar), dann kann
man ein Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung ansetzen und integrieren [391].

Aus
Kt = 1 . [Y],(T],-x) (GL. 37)
[no_[y.lo [no([Ylo_x)
ergibt sich durch Aufldsen nach x
. [Y]o[1 - exp[([T], - [Y]o)k¢]]
(Gl. 38)

7]
.~ (e~ Mokt

Drei Parameter (Y, T und k) bedeuten jedoch zu viele Freiheitsgrade fiir das System. Daher
muB mindestens ein Parameter festgelegt werden. Hier bietet sich insbesondere die Tracer-
konzentration an. Ungiinstigerweise tritt noch ein weiteres Problem auf: Die abhdngige
Variable x hat die Einheit [mol/L]. Gemessen wird aber eine Absorption. Bisher konnte noch
keine Moglichkeit gefunden werden, Absorptionen direkt in molare Konzentrationen umzu-
rechnen. Zwischen dem gesuchten und dem gemessenen Wert steht der komplexe Vorgang
einer heterogenen Enzymreaktion. Es ist moglich, einen weiteren Parameter fiir das Kurven-
fitting einzufiihren, der dem Konversionsfaktor zwischen Absorption und Komplexkonzen-
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tration entspricht. Dann mufl aber eine weitere Konzentration (Antikdrper) unabhingig
gemessen werden. Auf dieses Problem stoft man auch mit anderen Varianten, bei denen
andere Grenzfille betrachtet bzw. andere Annahmen iiber den Reaktionsverlauf gemacht
werden.

Sollte es aber gelingen, Absolutkonzentrationen des Enzymtracers (z.B. iiber eine Enzym-
Eichkurve) sowie Antikorperkonzentrationen (z.B. indirekt iiber den Tracer, siche Abb. 51)
zu messen, konnte dieses Verfahren zur Messung von Assoziationskonstanten des Tracers
herangezogen werden.

Einfacher ist es, nur die Anfangssteigung der Kurve zu betrachten. Zu Beginn der Reaktion
kann man folgende Vereinfachungen machen:

- Keine Riickreaktion
- [T]1 = [T],, = const.
- [¥] = [Y]y = const.

Aus einer Reaktion 2. Ordnung wird so formal eine Reaktion pseudo-nullter Ordnung. Es
ergibt sich aus

% = k11,171, = k' (Gl. 39)

integriert

-y (Gl. 40)

Gleichung 40 entspricht einer Ursprungsgerade und ist mit der Tangente der MeBkurve
identisch. Da hier nur ein Parameter (k) gefittet wird, diirfte diese Methode nur Erfolg
versprechen, wenn die Komplexkonzentration direkt vermessen oder sowohl [T], als auch
[Y], genau bestimmt werden konnen.

1.6 Gleichgewichtskonstanten

Eine thermodynamische Grofie pafit nicht so recht in einen Abschnitt, der von kinetischen
Messungen handelt. Da es aber bekanntermafien einen engen mathematischen Zusammenhang
zwischen Assoziations-, Dissoziations- und Gleichgewichtskonstanten gibt, ist die Messung
einer Gleichgewichtskonstanten gleichbedeutend mit einer kinetischen Information. Im
theoretischen Teil wurden schon ausfiihrlich unterschiedliche Methoden zur Bestimmung von
Gleichgewichtskonstanten dargestellt, auch wenn diese Aufreihung sicherlich nicht vollstindig
sein konnte.
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Gleichgewichtskonstanten Antikorper/Tracer konnten relativ einfach gemessen werden, wire
da nicht das Problem der Adsorption auf der Polystyrolplatte. Diese Wechselwirkung fiihrt
dazu, daB bestimmte Fraktionen des Tracers an der Mikrotiterplatte quasi-irreversibel
gebunden werden (siche Abb. 26 ff.). Insofern ist nicht zu erwarten, daB entsprechende
Experimente sinnvolle Werte ergeben - besonders da die Kontrolle durch bekannte Referenz-
werte fehlt. Zudem ist mit Abweichungen vom idealen Verhalten durch Multivalenz und der
Heterogenitit von Antikdrpern und Tracern zu rechnen. Nicht vergessen sollte man auch die
Probleme mit der Bestimmung der Konzentrationen von Edukten und Produkten. Will man
jedoch Messungen dieser Art durchfiihren, so bieten sich Methoden in homogener Losung
an, die in Analogie zur Messung der Gleichgewichtskonstante mit radioaktiven Antigenen
durchgefiihrt werden konnten. Wichtig ist hierbei eine schnelle Trennmethode.

Einen gewissen Ersatz konnen Messungen der ungekoppelten, reinen Haptene bieten, die wie
jeder andere Analyt untersucht werden konnen. Hier bietet sich im besonderen die spéter in
diesem Abschnitt vorgestelite Methode zur Bestimmung von Gleichgewichtskonstanten liber
den 50%-Wert an. Man muB sich jedoch im Klaren sein, daB hier sterische Effekte falsch
eingeschitzt werden konnen. Zur Beurteilung sterischer Probleme ist ein halbquantitatives
"Ranking" der Tracer wohl besser geeignet (siche S. 149).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde versucht, eine vereinfachte Methode zur Bestimmung
von Gleichgewichtskonstanten in Immunoassays zu entwickeln. Ausgangspunkt war die
Faustregel, daB der Testmittelpunkt eine Abschitzung der Affinititskonstante ermdglicht
[392].

Diese Regel 148t sich jedoch auch mathematisch begriinden. Die Gleichgewichtkonstante K
in einem System, das Analyt A und Antikorper Y enthilt, ist folgendermaBen definiert:

_ [AY] (GL. 41)
[A][Y]
Am Testmittelpunkt oder 50%-Wert gilt:
1
[AY] = [Y] -~ K = (Gl. 42)
[Als0%

In einem System ohne Tracer kann jedoch in der Regel kein Signal gemessen werden. Somit
bleibt auch die Lage des 50%-Werts verborgen. Bei Zugabe eines Tracers T wird das
Gleichgewicht unvermeidlich gestort. Man kann zwar den Testmittelpunkt leicht ermitteln.
Dieser Wert ist aber nicht identisch mit dem oben definierten [Algqq,. Wiirde man die
Gleichgewichtskonstante des Tracers und dessen genaue Konzentration kennen, so konnte
man durch Erweiterung der o.g. Formel zu einer exakten Losung gelangen. Doch dieser Weg
ist viel schwieriger als es vielleicht den Anschein haben mag. Die Daten des Tracers sind nur
sehr miihsam und relativ ungenau erhiltlich.



1Vv. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 117

Es gibt jedoch eine einfachere Losung, die allgemein anwendbar ist. Setzt man zwei Randbe-
dingungen:

[T] -0 und [Y]-0 (Gl. 43)

so 148t sich die Formel direkt 16sen:

_ 1 1
[A)50g (4], (50%)

(Gl. 44)

Denn im Grenzfall der infinitesimal niedrigen Tracerkonzentration [T] wird auch die Stérung
des Gleichgewichts beliebig klein. Die infinitesimal niedrige Antikoérperkonzentration ist
notwendig, um [A] und die bekannte Konzentration [A], gleichsetzen zu diirfen.

Ein mathematischer Grenziibergang ist natiirlich etwas anderes als eine reale Messung. Hier
konnen nur endlich groBe Konzentrationen eingesetzt werden. Problematisch ist hier mogli-
cherweise die Empfindlichkeit des Labels, wenn man sehr genaue Werte der Gleichgewichts-
konstanten braucht und folglich sowohl [7] als auch [¥] sehr niedrig wéahlen muB. Schwierig
erscheint im ersten Moment auch die Wahl der richtigen Konzentrationen. Dies kann jedoch
einfach iiber eine Verdiinnungsreihe geschehen: Der Testmittelpunkt sinkt bei der Ver-
diinnung ab, so lange noch storend hohe Konzentrationen von Tracer und Antikdrper ver-
wendet werden. Ab einer bestimmten Konzentration sollte sich keine (mefibare) Erniedrigung
des Testmittelpunkts mehr ergeben (asymptotisches Verhalten). Diese Verdiinnungsreihe muf}
zweidimensional, also sowohl fiir den Tracer, als auch den Antikdrper durchgefiihrt werden.
Stoft man an die Nachweisgrenze des Labels, so mu8 man wohl oder iibel die Verdiinnungs-
reihe abbrechen.

Kennt man die Nachweisgrenze des Labels, so kann man abschétzen, welche Affinitéts-
konstante noch mit einer vorgegebenen Abweichung d (z.B. 0.01 fiir 1 %) gemessen werden
kann. Ausgangspunkt ist die Uberlegung, daB fiir die Einhaltung der Abweichungsgrenze
niherungsweise folgende Bedingungen erfiillt sein miissen:

1. Die Analytkonzentration darf nach der Reaktion mit dem Antikdrper nicht mehr als
d-100 % absinken:

[YA] = d[A], (Gl. 45)
2. und der gebundende Tracer darf nicht mehr als d-100% des gebundenen Analyten
ausmachen:

[YT] = d[YA] (Gl. 46)
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Am 50%-Punkt (Testmittelpunkt C) gilt zudem:
4], = [A]o(so%) =C und [YA] = [Y] (Gl. 47)

Die Nachweisgrenze des Labels (NG, 4, gibt gleichzeitig die Mindestmenge des gebundenen
Tracers [YT] an.

Gleichung 45, 46 und 47 ergeben eingesetzt:

c-1_D07T _ NGy (Gl. 48)
K g2 d>

Aus Gleichung 48 kann man berechnen, welche maximale Affinititskonstante K mit einem
vorgegebenen Label noch mit der gewiinschten Genauigkeit bestimmt werden kann.

Nimmt man z.B. eine Nachweisgrenze des Labels von 2- 10°13 mol/L (Peroxidase, chromo-
gen) und eine Abweichung von 1% (d=0.01) an, so erhdlt man einen Testmittelpunkt C von

2-10'1 mol/L (4 ng/L fiir Atrazin).

Umgekehrt kann man auch den Fehler berechnen, der durch die Benutzung eines bestimmten
Labels verursacht wird:

d - | NG (G1. 49)

So wird bei einem Testmittelpunkt von 10~ mol/L und einer Nachweisgrenze des Labels von
2-10"!1! (Fluoresceinderivat) eine Abweichung von 14% berechnet. Wechselt man das Label
aus und verwendet anstelle Fluorescein Peroxidase (s.0.), dann ergibt sich eine Abweichung
von 0.14%.

Bei den Gleichungen 48 und 49 ist zu beachten, daf sie nur bei kleinen Fehlern giiltig sind,
da sonst die Randbedingungen der Herleitung verletzt werden. Zudem miissen sowohl Tracer-
als auch Antikorperkonzentrationen optimiert worden sein.

Mit Gleichung 49 kann berechnet werden, ob ein Label bei einem ELISA mit einem be-
stimmten Testmittelpunkt C addquat ist. Wird ein ausreichend kleines d erhalten, so ist die
Konfiguration gut optimiert: Ein Wechsel des Labels ist nicht notwendig.

Giinstig an diesem Verfahren ist, dal man einen Mindestwert der Affinititskonstante erhalt.
Man weiB auch unabhingig von der obigen Rechnungen in welcher Richtung der Fehler
auftritt. Dies kann man auch ausnutzen, um 50%-Werte z.B. aus Literaturangaben in ge-
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schitzte Affinititskonstanten umzuwandeln. Die Affinititskonstante kann nicht schlechter
sein, als der Kehrwert des angegebenen Testmittelpunkts.

Hingewiesen werden soll auf die Tatsache, daB das Konzept von EKINS [288], einen vom
Analytvolumen und der Antikdrpermenge unabhédngigen Immunoassay zu entwickeln, prinzi-
piell auf analogen Uberlegungen beruht. EKINS nennt diese Testkonfiguration "Ambient
Analyte Immunoassay" (AAD®, Im Bereich der ELISAs ist es jedoch schon lange iiblich,
mit dhnlichen Randbedingungen zu messen, im Gegensatz zu RIAs, wo oft hohe Antikorper-
konzentrationen vorherrschen.

Eine Komplikation bezieht sich auf das Reagenzienvolumen. Da der Analyt vorinkubiert
wird, stellt sich ein Gleichgewicht einer hoheren Analytkonzentration ein, wie sie nach der
Zugabe des Tracers vorhanden ist. Da der Analyt eine gewisse Zeit braucht, um abzudis-
soziieren, kann sich eine Verfilschung des Werts ergeben. Auf jeden Fall mu8} bei iiblichen
Tracerinkubationszeiten der Testmittelpunkt mit dem Verdiinnungsfaktor, der durch die
Tracerzugabe entsteht, korrigiert werden. Abweichungen kann man auf unterschiedliche
Weise minimieren:

1. Volumenverhéltnis Analyt/Tracer moglichst gro wihlen.
2. Analyt und Tracer vormischen.
3. Tracerinkubationszeit lang wihlen (Quasi-Gleichgewicht).

Durch diese MaBnahmen kann man den Fehler, der durch eine Vorinkubation entsteht, fast
beliebig klein machen. Auch kann dieser Volumenfehler sehr einfach quantitativ eingegrenzt
werden. In weiteren MeBreihen (Daten nicht dargestellt) wurde gefunden, da Tracerver-
diinnungsexperimente bei kurzen Inkubationszeiten (15 min) ein Minimum des Testmittel-
punkts aufweisen. Kurven, die durch lange Inkubationen (24 h) gewonnen wurden, zeigen
zwar ein konvergentes Verhalten zu den Kurzinkubationskurven bei sehr niedrigen Tracer-
konzentrationen, die Kurven selbst sind jedoch monoton steigend. Dies unterstreicht den
dritten o.g. Punkt. Insbesondere der monoklonale Antikérper K1F4 wurde fiir diese Unter-
suchungen benutzt, da hier unabhéngig (durch Langmuir-Plot) gewonnene Affinitétskon-
stanten vorliegen.

Eine besonders elegante Methode zur Uberpriifung dieses Konzepts ist die Simulation eines
entsprechenden ELISA-Experiments (Abb. 41). Der entscheidende Vorteil dieses Vorgehens
liegt darin, daB man in diesem Fall den "wahren" Wert der Gleichgewichtskonstante exakt
kennt und nur iiberpriifen muB, unter welchen Bedingungen dieser Wert reproduziert werden
kann. Bei dieser Simulation wurde ein Tracer/Antikorper-Verhiltnis von 100:1 verwendet.
Die Kurve entspricht einer simultanen Verdiinnung von Antikérper und Tracer. Man kann
gut erkennen, daB die errechneten Gleichgewichtskonstanten bei zu hohen Konzentrationen
zu niedrig liegen und sich bei stirkerer Verdiinnung asymptotisch dem "wahren" Wert

16yngefihr: Immunoassay mit umgebendem Analyten
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nahern. Ein Volumenkorrekturfaktor (0.6667) wurde genauso beriicksichtigt wie im realen
Experiment. Es scheint keine prinzipiellen Probleme zu geben, die eine Messung der Gleich-
gewichtskonstanten mittels der vorgestellten Methode in Frage stellen wiirde. Im Gegenteil,
es ist sogar damit zu rechnen, daB nun weitgehend alle Substanzen, die im ELISA vermessen
werden konnen, auch einer Bestimmung der Affinitdtskonstanten zugénglich werden.

Tracer [mol/L]

1E-12 1E-10 1E-8 1E-6
1E9+ ' . -
S 1E8-
E 1
=)
] 1E7-
1E6-
] — — . S
1E—14 1E—12 1E—10 1E-8

Antikérper [mol/L]

Abb. 41: Bestimmung der Gleichgewichiskonstante (Simulation). K 4, .., =10° L/mol, Gesamidauer:
18 min, Zeitinkrement: 0.025 s, Tracer: k;=10’ L/mol-s, k_;=10"? s, Analyt: k,=10" L/mol-s,
k_2=10 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis t=18 min. Volu-
men: Analyt 200 pL, Tracer 100 uL.

In Abb. 42 sind zwei typische Tracer-Verdiinnungskurven aufgetragen. Sie unterscheiden sich
in der Inkubationszeit des Tracers. Um den Verdiinnungsfehler klein zu halten, sollte man
eher lange Inkubationszeiten wéhlen. Andernfalls konnten zu niedrige Testmittelpunkte
resultieren (hier maximal der Faktor 0.667). Man erkennt sehr schon, daf bei hohen Tracer-
konzentrationen eine starke Storung des Gleichgewichts resultiert. Bei kurzen Inkubations-
zeiten wird das Gleichgewicht nicht ausreichend eingestellt. Daher ist die Stérung weniger
ausgeprigt. Im Gegensatz zur Isotopenverdiinnungsmethode (siehe S. 9) fiihrt jedoch weiteres
Verdiinnen nicht zu einer beliebigen Empfindlichkeitssteigerung bis zur Nachweisgrenze des
Labels. Ab einer Grenzkonzentration des Tracers wird (im Rahmen des MeBfehlers) ein
konstanter Testmittelpunkt erhalten. Die in der Bildunterschrift angegebene Schitzung der
Gleichgewichtkonstante ist jedoch nur dann mit der thermodynamischen Konstante identisch,
wenn die Antikorperkonzentration ausreichend niedrig liegt. Der Testmittelpunkt mufl zudem
um den Verdiinnungsfaktor 0.6667 (200 L + 100 pL) korrigiert werden.
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Abb. 42: Tracer-Verdiinnungskurve bei zwei Inkubationszeiten. Antikorper: K1F4 1:50.000 ca. 18 h,
200 pL, Vorinkubation Terbuthylazin, 200 pL, 45 min, Tracer: t-Bu/Et/C6, 15 min bzw. 25 h, 100 pL,
Entwicklung: ca. 30 min. Testmittelpunkt (bei Verd. 1E-6): 0.17 pg/L-0.667 = 0.11 pg/L Terbuthylazin
(4.9-101° mol/L - K=2.0-10° L/mol).
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ADbb. 43: Tracer-Verdiinnungskurve bei zwei Antikorperverdiinnungen. Antikdrper: KIF4 1:10.000
bzw. 1:50.000 ca. 18 h, 200 pL, Vorinkubation Terbuthylazin, 200 uL, 45 min, Tracer: t-Bu/Et/C6,
90 min bzw. 25 h, 100 pL, Entwicklung: 5-35 min.
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In Abb. 43 sind zwei unterschiedliche Antikorperkonzentrationen gegeniibergestellt. Hier
erkennt man, daB eine zu hohe Antikérper-Konzentration eine zu hohe Asymptote zur Folge
hat. Die Affinitdtskonstante wird dann zu niedrig eingeschitzt. Die Antikorperkonzentration
muB so lange abgesenkt werden, bis die Asymptote eine konstante Lage erreicht.

Eine genau komplementire Problematik tritt auf, wenn Antikorper-Verdiinnungskurven
untersucht werden. Hier stellt sich auch die Frage nach der Art des Tracers, schwach oder
stark bindend. Dies hiangt auch eng mit der Fragestellung zusammen, ob Tests mit schwach
bindenden Tracern empfindlicher gemacht werden konnen.

Die Kurvenschar in Abb. 44 ist nicht einfach zu interpretieren. Auf den ersten Blick kdnnte
man annehmen, daf schwach bindende Tracer (vergleiche S. 162) zu niedrigeren Testmittel-
punkten fiihren. Dies erscheint auch einleuchtend, da Tracer mit hoheren Affinititskonstanten
bei gleicher Konzentration das Analyt/Antikorper-Gleichgewicht starker storen. Da jedoch
Tracer in individuell optimierten Konzentrationen eingesetzt werden, ist dieser Vergleich nur
bedingt statthaft. Man kann ndmlich genauso leicht nachweisen, daB die hohere Affinitit
eines Tracers durch eine niedrigere Konzentration ausgeglichen werden kann (im idealen
Gleichgewichtsfall). Moglicherweise ist Abb. 44 so zu erkldren, daB die hoheraffinen Tracer
in einer ungeeignet hohen Konzentration eingesetzt wurden. Dies kann durch weitere Messun-
gen (Daten nicht dargestellt) untermauert werden, da bei sehr hohen Verdiinnungen, auch bei
"hochaffinen" Tracern vergleichbar niedrige Testmittelpunkte erreicht wurden (siehe auch
Abb. 43).

Eine etwas ungewohnlichere Interpretation kdnnte darauf basieren, daB der verwendete mono-
klonale Antikorper nicht im molekularen Sinne einheitlich war. Von anderen Experimenta-
toren [393] wurden Hinweise auf sog. Isoformen von monoklonalen Antikérpern gefun-
den. Es gibt deutliche Anhaltspunkte, da Hybridomazellen ein Gemisch von drei Isoformen
monoklonaler Antikorper produzieren konnen, die auf einer Heterogenitit der leichten Ketten
(zwei Formen) bzw. schweren Ketten (zwei Formen) basiert [394]. Ob eine doppelte
Kombination (zwei leichte und zwei schwere Ketten) vorkommen kann, ist nicht bekannt. In
diesem Fall wiren vier Formen der Bindungsstellen zu erwarten. Zudem stellt sich dann die
Frage, ob auch chimire Antikorper produziert werden. Dies wiirde die Heterogenitit noch
weiter vergroBern. Moglicherweise ist die schlechte Kristallisierbarkeit von monoklonalen
Antikorpern nicht nur auf den Kohlenhydratanteil, sondern auf eine strukturelle Heterogenitit
der Proteinketten zuriickzufiihren. Diese Beobachtungen sind insofern fiir Immunoassays
wichtig, da nach einer praparativen Trennung der Isoformen festgestellt wurde, da8 sich die
"Immunologische Aktivitit" (relative Affinititskonstante ?) der Isoformen um den Faktor 50
unterscheiden kann. Es gibt jedoch auch Hybridomazellen, die einheitliche Antikorper
produzieren. Man kann daraus schlieBen, daB man die Einheitlichkeit von monoklonalen
Antikorpern z.B. mittels SDS-PAGE iiberpriift werden sollte, falls die Monoklonalitit wichtig
fiir das betreffende Experiment sein sollte. Andernfalls mufl man damit rechnen, mit "triklo-
nalen" Antikorpern zu arbeiten. Bei allen in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen
Antikorpern wurde die molekulare Einheitlichkeit nicht explizit nachgewiesen.
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Abb. 44: Antikirper-Verdiinnungskurven mit 5 Tracern. Antikdrper: K1F4 200 pL ca. 18 h, Vor-
inkubation: Terbuthylazin 200 pL, 1 h, Tracer: 100 pL, t-Bu/Et/C6 1:20.000, i-Pr/Et/3MPS 1:500.000,
t-Bu/Et/3MPS 1:200.000, i-Pr/Et/C6 1:20.000, i-Pr/SMe/C6 1:20.000, je 15 min, Entwicklungszeiten
und max. Absorpt. bei AK-Verd. 1:50.000 (in obiger Reihenfolge): 40 min, 1.7, 30 min, 0.31, 30 min,
0.2, 40 min, 0.22, 30 min, 0.5.

Weitgehend aufgeklart wird der Sachverhalt in Abb. 44 durch die in Abb. 45 dargestellte
Simulation. Es ist klar ersichtlich, daB durch unterschiedliche Affinititskonstanten des
Tracers (genauer: Dissoziationskonstanten) keine signifikanten Unterschiede in der Ver-
diinnungstangente erhalten werden. Die Variation umfafit 4 Dekaden. Dies bedeutet, die
unterschiedlichen Tangenten in Abb. 44 wurden wahrscheinlich durch unterschiedliche
Tracerkonzentrationen verursacht. Zwar liegt die Kurve des niedrigaffinen (10% L/mol) unter
der des hochaffinen Tracers, die Differenz ist jedoch nicht bedeutend. Besonders wenn man
weiB, daB man die Erniedrigung der Affinititskonstante um 10* mit einer SignaleinbuBe (A-
D) um den Faktor 107 erkauft (Daten nicht dargestellt). Man kann daraus schlieBen, daB man
keinen speziellen Tracer bendtigt, um Gleichgewichtskonstanten iiber die Tangente der
Antikorper-Verdiinnung zu bestimmen. Alle Tracer ergeben denselben Grenzwert.

Eine interessante Beobachtung kann man beim Steigungsparameter B machen. Hier zeigt sich,
daB bei niedrigen (iiblichen) Antikorper-Konzentrationen eine Steigung von ca. 1 erhalten
wird. Bei hohen Antikorperkonzentrationen nimmt die Steigung stark zu. Bei einer Antikor-
perkonzentration von 10® mol/L und k= 107) sowie den in Abb. 46 angegebenen Simula-
tionsparametern wurde eine Steigung von liber 4 errechnet.
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ADbb. 45: Antikirper-Verdiinnungskurven (Simulation). Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.025 s,
Tracer: k;=107 Limols, k=107 1/s bzw. k ;=107 1/s, [T]y=10"2, Analyt: k,=10° L/mol-s,
k_,=10-2 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis t=18 min. Volu-
men: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.
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Abb. 46: Tracer-Verdiinnungskurven (Simulation). Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement.: 0.025 s,
Tracer: k;=107 Limol's, k ;=107 1/s bzw. k ;=107 1/s, [Y]y=10"°, Analyt: k,=10° Limol's,
k=10 2 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis t=18 min.
Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.
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Einen prinzipiell dhnlichen Verlauf zeigt Abb. 46. Auch hier ist die Kurve des schwach
bindenden Tracer unterhalb der des stark bindenden. Die Differenz der Tangenten ist hier
zwar etwas grofer, dies konnte aber auf die hohere Antikorperkonzentration relativ zur
Tracerkonzentration in Abb. 45 zuriickzufithren sein. Es ist auch in diesem Fall davon
auszugehen, daB alle Tracer bei ausreichend niedrigen Konzentrationen (Tracer und Anti-
korper) den gleichen Testmittelpunkt ergeben.
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Abb. 47: Bestimmung der Gleichgewichtskonstante von Atrazin und mAK KI1F4. Antikdrper K1F4
1:20.000, 200 pL, ca. 18 h, Vorinkubation Atrazin 200 pL, 20 min, Tracer t-Bu/Et/C6 s.o., 100 pL,
15 min, Entwicklung 15-35 min. Antikdrper K1F4 1:50.000, 200 pL, ca. 18 h, Vorinkubation Atrazin
200 pL, 30 min, Tracer t-Bu/Et/C6 s.o., 100 pL, 15 min, Entwicklung 18-40 min. Testmittelpunkt C
(KIF4 1:50.000, Tracer 1:500.000) = 0.78 pg/L-0.667 = 0.52 pg/L Atrazin 2.4-10° mol/L -
K = 4.1-10° L/mol).

In Abb. 47 ist exemplarisch die Bestimmung einer Affinititskonstante dargestellt. Der
Testmittelpunkt der niedrigsten Antikérperverdiinnung und der niedrigsten Tracerverdiinnung
wurde in molare Konzentrationen umgerechnet. Der Kehrwert von C ist die Affinititskon-
stante K. Nach Gleichung 49 erhilt man mit einer Nachweisgrenze der Peroxidase von ca.
1014 mol/L eine minimale Abweichung von 0.05 %. Der Gesamtfehler wird also priméir
durch den Fehler bei der Messung des Testmittelpunkts bestimmt und nicht durch die
Empfindlichkeit des Labels und liegt damit im Bereich einer iiblichen ELISA-Messung
(erfahrungsgemas ca. 5%).

Um einen direkten Vergleich mit Literaturwerten zu ermoglichen, wurde auch Atrazin als
Analyt vermessen. Da fiir seltenere Triazine radioaktive Derivate nicht gut zugénglich sind,
liegen nur fiir Atrazin Literaturdaten vor (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Bestimmung der Gleichgewichtskonstante - Vergleich der Verfahren.

AntikGrper Analyt Kii 1 Zitat K cu Bemerkungen
K1F4 Atrazin 3.9-107 [201] 4.1-108 siche Abb. 47
AK 15 Atrazin 3-107 [191] 7.9-107 aus [395]2
C193 Atrazin 1.1-107 [194] 1.4-1010 aus [285]°
C190 Atrazin 8.6-10° B71 2.7-10° aus [395]*
c2 Atrazin 1.2-107 [194] 1.3-107 aus [194]2
; Werte, die durch Langmuir-Plot-Analyse [395] von Prazipitationsverfahren erhalten wurden.

Berechnung nach dem hier vorgestellten Verfahren aus den angegebenen Testmittelpunkten
(mit Volumenkorrektur).

Berechnung nach dem hier vorgestellten Verfahren aus den angegebenen Testmittelpunkten
(ohne Volumenkorrektur, da nur 1 min Tracerinkubationszeit).

Berechnung nach vorgestellten Verfahren, Abschitzung des Testmittelpunkts aus Eichkurve
(mit Volumenkorrektur).

Es fallt sofort auf, daB die mit der Ammoniumsulfat-Prézipitationstechnik gewonnenen Daten
(Kp;.) sehr dhnlich sind und keine nennenswerte Differenzierung zwischen den Antikorpern
ermoglichen. Die extreme Uberlegenheit des Antikorpers C193 (bzgl. Sensitivitit) 146t sich
mit dieser Methode nicht nachweisen. Die Diskrepanzen kdonnen nicht nur auf die oft strapa-
zierte Heterogenitit der polyklonalen Antikorper zuriickgefiihrt werden. Auch beim monoklo-
nalen Antikérper K1F4 wurde eine unrealistische Affinititskonstante erhalten. Die Werte
wurden teilweise schon von den Autoren angezweifelt. Es wurde vermutet, daB die geringe
spezifische Aktivitit des “C-Derivats die Messung hoherer Affinititskonstanten nicht erlaubt.
Der Vorschlag, das sensitiv nachweisbare 1251 zu verwenden, diirfte nur sehr begrenzt
realisierbar sein. Da dies im Gegensatz zum 14C (oder 3H) ein externes Label darstellt, sind
erhebliche Verdnderungen im Molekiil nicht zu umgehen. Es wiirde daher nicht mehr die
Affinititskonstante des Analyten Atrazin gemessen, sondern die eines iodierten Derivats von
mafBigem Interesse.

Die Werte, die mit der hier priasentierten Methode erhalten wurden, erscheinen sehr gut
differenziert. Da der "wahre" Wert natiirlich unbekannt ist und die "Referenzmethode"
(Prizipitation) fragwiirdige Daten ergibt, kann man vorerst nur auf Plausibilitit priifen. Die
neuen Gleichgewichtskonstanten entsprechen jedoch sehr gut den Erwartungen. Kann man
auch die Richtigkeit dieser Werte nicht direkt untersuchen, so ist die 50%-Methode offen-
sichtlich der Prézipitationsmethode aus vielen Griinden vorzuziehen. Die Einfachheit der
Messung wiirde es sogar erlauben, auf die Angabe von Kreuzreaktionen vollig zu verzichten
und nur noch die Affinititskonstanten anzugeben. Dies hitte zudem den Vorteil, daB die
Werte auch im etwas engeren Sinne eine Konstante darstellten und nicht nur bei einer
Testkonfiguration giiltig wéren.
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Die Problematik der immobilisierten Antikdrper kann hier nicht endgiiltig entschieden
werden. Prinzipiell werden hier nur "scheinbare" Gleichgewichtskonstanten erhalten, da nicht
in homogener Losung gearbeitet wird. Die offensichtlichen Schwichen der "Standardmetho-
den" lassen jedoch vermuten, daB die MeBfehler bei diesen Methoden so hoch sind, da8 eine
Diskussion iiber thermodynamische und "scheinbare" Gleichgewichtskonstanten rein akade-
misch wird und sich bisher durch keine signifikanten Daten untermauern la8t.

1.7 Konzentrationsmessungen

Zur Konzentrationsmessung von Peroxidase wurden zwei unabhingige Methoden eingesetzt.
So wurde iiber die Absorptionsbande bei 403 nm (Soret-Bande) und die in der Literatur
veroffentlichten molaren Absorptionskoeffizienten die molaren Konzentrationen ermittelt.
Dies bezieht sich jedoch auf eine Summe von aktiven und inaktiven Tracermolekiilen.
Zumindest die enzymatisch nicht aktiven Tracer-Molekiile werden ausgeschieden, wenn man
nicht die Absorption, sondern direkt einen Test der Enzymaktivitit vornimmt.

In Abb. 48 ist eine Korrelation zwischen Enzymaktivitit und Soret-Absorption aufgetragen.
Der Korrelationskoeffizient ist nicht sehr hoch. Dies deutet darauf hin, daf§ die Absorptions-
messung und die Aktivititsmessung tatsichlich in gewissem Umfang entkoppelt sind. Beson-
ders der positive Ordinatenabschnitt zeigt deutlich, daB es eine Spezies des Tracers geben
muB, die zwar eine Absorption bei 403 nm besitzt, aber keine oder nur geringe Enzym-
aktivitit aufweist. Moglicherweise ist die Absorptionsmessung bei frischen Konjugaten
adidquat. Auf diese Weise konnte auch von jedem Tracer eine Absolutkonzentration ange-
geben werden. Die spétere Kontrolle der Tracer sollte jedoch bevorzugt durch die Bestim-
mung der Enzymaktivitdt erfolgen, da nur so Qualititseinbufien quantifizierbar sind.

In Abb. 49 sind zwei unabhéngige Messungen der Enzymaktivitit von 19 unterschiedlichen
Peroxidase-Tracern gegeneinander aufgetragen. Die hervorragende Korrelation (0.999) zeigt,
daB diese Methode reproduzierbare Werte ergibt. Die Steigung < 1 resultiert nur daraus,
daB keine Absolutwerte gewonnen werden. Da die Messung zudem mit geringem Aufwand
durchgefiihrt werden kann, erscheint die Aktivititsmessung fiir die Qualitdtskontrolle von
Peroxidase-Konjugaten besonders empfehlenswert. Es gibt daher keinen Grund, die regel-
miéBige Uberpriifung von Enzym-Konjugaten zu meiden. Die Quantifizierung der Enzym-
aktivitit kann dazu beitragen, ELISAs so verlaBlich zu gestalten, da auch Routineprojekte
problemlos durchgefiihrt werden konnen.
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Abb. 48: Korrelationsdiagramm Enzymaktivitit gegen Absorption. Y = A + BX, r = 0.961, A =
0.151, B = 1.44, Enzymaktivitiit siche Abb. 49, Abb. 122, Absorption: 403 nm, 1 cm-Mikroktivette.
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Abb. 49: Korrelation Enzymaktivitit 1 gegen Enzymaktivitit 2. Zwei unabhiingige Messungen der
Enzymaktivitat, Y = A + BX, r = 0.999, A = -0.0036, B = 0.895, Tracer (A3 ca. 0.5), 1:100.000
in PBS (100 mg/L BSA) (2 Stufen, 1:200, 1:500), 100 pL in Mikrotiterplatte, 200 pL Substratldsung
zugeben, kinetische Aktivitdtsmessung (620 nm, Referenz 492 nm), 30 Mefipunkte, Zeitinkrement 20 s,
Median einer Dreifachbestimmung.
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Die Bestimmung der Wasserstoffperoxidkonzentration im Substrat ist insofern wichtig, da zu
niedrige Konzentrationen zu langsamer Farbentwicklung und zu hohe zu einer schnellen
Inhibition der Peroxidase fiihren. Daher ist die Einhaltung des Konzentrationsoptimums eine
hidufige Aufgabe bei der Durchfithrung von peroxidaseabhingigen Immunoassays. Die
quantitative Bestimmung von Wasserstoffperoxid ist ein klassisches Problem der volume-
trischen Analyse. Sie kann durch Cerimetrie, Manganometric oder Iodometrie erfolgen
[396][397], wobei letztere die verlaBlichsten Werte liefern soll. Schneller und beque-
mer dagegen ist das photometrische Verfahren mit Titanoxidsulfat [398]. Die in Abb. 50
dargestellte Eichgerade zeigt in unmifiverstindlicher Weise, daB8 nicht nur biochemische
Verfahren in Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden konnen. Fast alle photometrischen
Verfahren kénnen mit geringen Abwandlungen an dieses Format adaptiert werden. Die hohe
Anzahl von Replikaten und Proben machen dies entsprechend attraktiv. Diese Eichgerade
unterstreicht auch die hohe Genauigkeit von MTP-Readern, die in Immunoassays kaum je
fehlerlimitierend sein diirften.

1.0
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Absorption (405 nm)
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Abb. 50: Eichgerade zur H,0,-Bestimmung mit Titanoxidsulfat. r = 0.99997, n = 8 (pro Konzen-
tration), Fehlerbalken 2s, Y = A + BX, A = 0.02555 B = 0.5807, Fehlerbalken: 2s, 16 mL Probe
+ 4 mL Titanoxidsulfatlosung, S min, 300 pL pro Kavitdt, Messung MTP-Reader 405 nm (620 nm
Referenz). Die Stammldsung wurde iodometrisch eingestellt.

Die Bestimmung der Antikorper-"Konzentration" bzw. Menge ist nur iiber indirekte Metho-
den moglich. Direkte Tests, wie Protein- oder IgG-Bestimmungen fiihren bei polyklonalen
Antikorpern zu falschen, bei monoklonalen zumindest zweifelhaften Werten. Uber die oben
beschriebenen Methoden 148t sich die Konzentration des Peroxidase-Tracers relativ gut
bestimmen. Mit einer "Titration" der Antikorperbindungsstellen auf einer Mikrotiterplatte
mittels eines hochaffinen Tracers bekannter Konzentration sollte sich die (aktive) Antikorper-
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menge bestimmen lassen. In Abb. 51 ist eine entsprechende Eichkurve aufgetragen. Man
erkennt sehr schon einen klaren "Knick", der die Séttigung anzeigt. Die Tracerkonzentration
am "Knick" sollte in etwa mit der Konzentration der Antikdrper korrelieren. Da von dem
hier verwendeten Tracer keine genauen Konzentrationsdaten vorliegen, mufl man sich auf
eine Abschitzung beschrinken.

Ausgehend von einer geschitzten Tracerkonzentration von 2.3-10°° mol/L erhilt man fiir die
"Knick"-Konzentration 1.6-10 mol/L. Fiir 200 L bedeutet dies 3.2-10"13 mol Tracer pro
Kavitiit. Bei einer Ausbildung von 1:1-Komplexen folgert man 3.2-10'13 mol aktive Anti-
korper. Mit einer Molmasse von 160.000 erhilt man 5.1-10® g aktive Antikdrper pro
Kavitit. Bei einer Oberfliche von ca. 1.7 cm? (gerechnet fiir 200 uL Fiillinhalt) bestimmt
man die Antikérperdichte mit 3.0-10°® g/cm? oder 1.9-10°13 mol/cm? bzw. 1.1-10'! Anti-
korper/cm?. Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit den Werten von TUSSEN [399]
(max. 1.5-107 g/cm?, 1-1012 mol/cm?), wenn man fiir polyklonale Antikdrper einen
Korrekturfaktor von ca. 0.1 beriicksichtigt.

—~ 0.5'

Absorption (450 nm

iE-5 1E-4
Tracer—Verdiinnung

Abb. 51: Titration der Antikorperbindungsstellen mit POD-Tracer. Antikdrper: CI193 1:20.000,
200 pL, ca. 18 h, RT, Tracer: i-Pr/Cl/C6, 45 h, RT, Entwicklung 5 min.

Die identische MeBkurve kann auch zur Bestimmung der Affinititskonstante des Tracers
herangezogen werden. Vernachldssigt man die Probleme mit Adsorptionen an der Mikrotiter-
platte, so kann eine Methode von ODELL et al. [400] verwendet werden, die auf der Ba-
sis der Michaelis-Menten-Gleichung beruht. So entspricht die Séttigungstangente dem
Parameter V. und die Affinititskonstante dem Parameter Ky,. In Abb. 51 entspricht der
Ky-Wert ungeféhr einer Tracerverdiinnung von 5- 10 und nach den obigen Abschitzungen
einer Affinititskonstante von ca. 10° L/mol. Dieser Wert diirfte ca. zwei Zehnerpotenzen zu
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niedrig liegen (siehe i-Pr/Cl/C6 auf S. 141). Die Ursachen kdnnen vielfdltig sein. Eine
naheliegende Erkldrung geht von der Tatsache aus, daB mit diesem Verfahren nicht die
maximale, sondern eine mittlere (intrinsische) Affinititskonstante gemessen wird, die jedoch
fiir den ELISA nur von geringer Relevanz ist. Auch hier ist jedoch eine genaue Bestimmung
der Tracerkonzentration Voraussetzung fiir genaue Affinititskonstanten.

Fiir die Messung der Antikorper- (und Tracer-) Konzentration wiirde sich auch ein nicht-
kompetitiver Immunoassay gut eignen [221]. Voraussetzung ist jedoch die Zugénglichkeit
eines Standardreferenzmaterials bzw. eines Analyten bekannter Konzentration. Auch ohne
genaue Standards wire auf diese Weise zumindest eine Normierung der Konzentrationen
leicht moglich.

1.8  Adsorption und Desorption von Antikdrpern

Auf der reproduzierbaren Adsorption von Antikérpern oder anderen Immunreagenzien auf
Oberflichen beruhen alle heterogenen Immunoassays. Daher mufl diesem Vorgang ent-
sprechende Aufmerksamkeit zuteil werden.

Die nichste Graphik (Abb. 52) zeigt einen Coating-Verlauf bei Raumtemperatur. Man
erkennt die ausgepragte Zeitabhidngigkeit, die sich im Stunden-Bereich abspielt. Zwar ist nach
7 Stunden immer noch kein Gleichgewicht erreicht, aber auch nach 2 bis 3 Stunden ist schon
der iiberwiegende Anteil gebunden. Abgesehen von der Verschwendung teurer Antikorper
spricht nichts dagegen, eine Beschichtung mit héherer Konzentration in kiirzerer Zeit durch-
zufiihren.

Der umgekehrte Proze8, die Desorption von Antikérpern von der Mikrotiterplatte ist in der
Regel unerwiinscht. Die oft geduBerte Vermutung, die nicht kovalent gebundenen Antikdrper
konnten bei nachfolgenden Schritten teilweise desorbieren, muBte einer Uberpriifung unter-
zogen werden.

Abb. 53 zeigt das Resultat eines Experiments zur Stabilitit der Antikorper-Immobilisierung
auf Polystyrolplatten. Es ist unschwer ersichtlich, dal nach einem 4fachen Vorwaschen keine
weiteren Antikorperverluste durch Desorption zu befiirchten sind, obwohl der Waschpuffer
das Tensid Tween 20 enthilt. Antikorperverluste konnten z.B. Dissoziationsexperimente stark
verfalschen. Man kann auch ablesen, dafl im getesteten Fall 4 Waschschritte angemessen und
hinreichend fiir einen optimalen Testverlauf sind. Es scheinen auch nach 24 Waschschritten
keine Denaturierungstendenzen aufzutreten, die sich in dieser Messung gleichfalls bemerkbar
gemacht hitten.
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Abb. 52: Coating-Verlauf des polyklonalen Antikorpers C193. Antikdrper: C193 1:20.000, 200 uL,
RT, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:20.000 (PBS + 0.5 g/L BSA), 200 L, 25 min, Entwicklung 5 min.
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Abb. 53: Sorptionsstirke der immobilisierten Antikorper. Antikdrper: K1F4 1:20.000, 48 h, RT, Reihen

2-24fach gewaschen, Tracer 1:10.000 (-Bu/Et/C6), 200 pL, 20 min, Entwicklung 10 min, Fehler-
balken: 2s.
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Im gleichen Experiment (Abb. 53) wurde auch die Endpunktmessung mit der kinetischen
Enzymaktivititsmessung verglichen. Obwohl fiir die kinetische Messung 10 Punkte in einer
linearen Regression verarbeitet wurden, scheint die einfache Endpunktmessung zuverlassigere
Werte zu liefern. Dies konnte man damit erkldren, da die kinetische Messung eine langere
Zeit im Reader benétigt, in dem das Mischen (normalerweise im Riittler) nicht optimal ist.
So lange diese technischen Probleme nicht geldst sind, kann man kinetische Messungen nur
fiir Sonderfille empfehlen.

1.9 Inverse Eichkurven

Ein Beispiel fiir die Nutzung von kinetischen Daten ist die Vorstellung einer neuen Testkon-
figuration, die zu Eichkurven mit positiver Steigung fiihrt. Kompetitive Immunoassays zeigen
immer Eichkurven mit negativer Steigung, da der Tracer die nicht vom Analyt besetzten
Bindungsstellen einnimmt. Bei der neuen Methode werden die sich um GroéBenordnungen
unterscheidenden "Dissoziationskonstanten" von Tracer- und Analyt-Komplexen genutzt. Das
Verfahren funktioniert analog zu einem Positiv/Negativ-Kopiervorgang in der Fotografie
(ADD. 54).

Besonders interessant ist die Chronologie der Entwicklung dieser Testkonfiguration. Da durch
andere Experimente schon recht friih der Verdacht aufgekommen war, daB Tracer und Analyt
sehr unterschiedliche Dissoziationseigenschaften haben, wurde dieser Test-Typ am Computer
simuliert. Die erhaltenen synthetischen Eichkurven (Abb. 55) bestitigten die theoretische
Machbarkeit.

Es konnte durch die Simulation gezeigt werden, daf§ mit relativ hoher unspezifischer Bindung
zu rechnen ist und daB die BSA-Konjugatkonzentration besonders kritisch fiir Empfindlichkeit
bzw. Eichkurvenform ist.
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Abb. 54: Prinzp der inversen Eichkurven: 1) Beschichten mit Antikbrpern (Coaten), 2) Vorinkubation
mit Analyt und Zusatz von Platzhaltern (BSA-Konjugat), 3) Ende der Inkubationszeit, 4) Starkes
Waschen fiihrt zur Dissoziation der Analytkomplexe, 5) Freie Stellen werden mit Enzymtracer aufgefiillt,
6) Waschen und Entwickeln.
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Abb. 55: Simulation von inversen Eichkurven. Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.025 s,
[Y],=10"° mol/L, [T],=107 mol/L, Tracer: k;=10" L/mol's, k ;=10 1/s, Analyt: k,=10" L/mol-s,
k,=10" 1/s, BSA-Konjugat: k;=10° L/mol's, k 3=107 1/s, Analytzugabe t=1 min, BSA-Zugabe
t=4 min, Zwischenwaschen t=12 min bis t=15 min, Tracerzugabe t=15 min, Waschen t=16 min bis
t=18 min. Volumen: Analyt 200 puL, BSA 100 pL, Tracer 200 pL.

Erst viel spiter wurde die experimentelle Realisierung versucht, die zu den Eichkurven in
Abb. 56 gefiihrt hat. Es ist sehr schon das analoge Verhalten in Simulation und Experiment
zu sehen, obwohl die genauen kinetischen Konstanten nicht bekannt sind (bzw. waren). Dies
demonstriert die Fahigkeit des Simulationssystems, das Verhalten eines Immunoassays auch
unter vorher vollig unbekannten Mefibedingungen sinnvoll zu prognostizieren. Es ist also
nicht unbedingt notwendig, neue Testkonfigurationen aufwendigst zu realisieren, um ihre
Vor- und Nachteile studieren zu konnen. Erst wenn sich in der Simulation interessante bzw.
nutzbare Eigenschaften zeigen, sollte die Realisierung vorangetrieben werden.

Inverse Eichkurven haben zwar einige Vorteile, wie leichte Interpretierbarkeit fiir Laien
("Viel Analyt ergibt viel Farbe"). Auch Enzymhemmungen kann man auf diese Weise aus
dem Weg gehen. Trotzdem erscheinen diese Punkte teuer bezahlt: So sind hohe "unspezifi-
sche" Werte, Empfindlichkeitseinbufien und eine aufwendige Durchfiihrung auf der Negativ-
Seite zu verbuchen. Hier sind erhebliche Verbesserungen notwendig, bis diese Testkon-
figuration gegeniiber den etablierten Typen konkurrenzfihig wird. Trotz der positiven
Steigung unterliegt dieser Test den Restriktionen eines kompetitiven Tests, wie z.B. Affini-
tatslimitierung. Hier kommen noch Begrenzungen seitens der "kinetischen Selektivitidt" hinzu.

Gerade bei einem komplexen Testsystem erscheint es sinnvoll, wenn Optimierungsschritte
am Computer durchgefiihrt werden. Die vorlaufigen Ergebnisse einer Simulation (Daten nicht
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dargestellt) zeigen, daB unter geeigneten Bedingungen zumindest dhnliche Sensitivititen wie
bei klassischen ELISAs erreichbar sein sollten. Mdglicherweise konnte das Prinzip der
inversen Eichkurven in modifizierter Form fiir Immunoassays im Teststibchenformat einge-
setzt werden.
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Abb. 56: Inverse Eichkurven durch neue Testkonfiguration. Antikdrper: AK C193 1:10.000, ca. 18 h,
RT, Vorinkubation: 15 min, BSA-Konjugat (Platzhalter) i-Pr/Cl/C6 (Verdiinnungen siehe Grafik),
200 min, 6 Waschvorgdnge, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:10.000, 20 min, 3 Waschvorgdnge, Entwicklung
3 min.

Die Untersuchung des Konzentrationsverlaufs iiber die Zeit ist einer der groften Vorteile
einer Simulation. Da es in ELISAs in absehbarer Zukunft nicht moglich sein wird, alle
Konzentrationen parallel zu verfolgen, wird man auf Simulationen ausweichen miissen. Hier
erkennt man den komplexen Verlauf eines ELISAs, der am Ende nur einen einzigen Mewert
liefert. Es ist einleuchtend, daB es ohne elektronische Hilfsmittel nur selten gelingen diirfte,
durch reine Deduktion zu giiltigen Schliissen zu kommen. In Abb. 57 erkennt man die
schnelle Gleichgewichtseinstellung nach der Zugabe des Analyten (ab 1 min). Durch das
Hinzufiigen des BSA-Konjugats tritt jedoch ein Verdiinnungseffekt auf (Knick in der A- und
Y-Kurve). Zudem wird Analyt langsam von den Bindungsstellen verdrangt (YA-Kurve). Das
BSA-Konjugat bindet verhiltnisméBig langsam (YS) bis zu einem Sittigungswert. Das
Zwischenwaschen bringt drastische Veranderungen: Der Analyt-Komplex zerfallt rasch (YA),
es werden Antikorperbindungsstellen frei (Y), der BSA-Komplex dagegen iibersteht den
Waschschritt fast unverdandert (YS). Der anschlieBende Tracer-Sittigungsschritt wurde hier
auf eine Minute beschrinkt. Der Tracer-Komplex (YT) zerfillt beim letzten Waschschritt
teilweise wieder. Hier ist ein Ansatzpunkt einer Optimierung zu erkennen: Man sollte einen
stark bindenden Tracer verwenden, um ein maximales Signal zu erhalten.
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Abb. 57: Inverse Eichkurven, Konzentration-Zeit-Plot (Simulation). (Bedingungen siehe Abb. 55)
BSA-Konjugat 107 mol/L, Atrazin 2-107 mol/L. YA (Antikdrper-Atrazin-Komplex) [mol/L], YS (Anti-
korper-BSA-Komplex) [mol/L], YT (Antikdrper-Tracer-Komplex) [mol/L], Y (Antikdrper bzw. Bindungs-
stellen) [mol/L], A (Atrazin bzw. Analyt) [mol/L], S (BSA-Konjugat) [mol/L], T (Enzymtracer) [mol/L].

1.10 Zwischenwaschen

Unter Zwischenwaschen ist ein Waschschritt zu verstehen, der zwischen der Inkubation der
Probe und des Tracers angeordnet ist. Er wird aus unterschiedlichen Motivationen in Betracht
gezogen. Die erste begriindet sich auf der Moglichkeit, den direkten Kontakt zwischen Probe
und Tracer zu vermeiden. Insbesondere Enzymhemmungen sollen unterdriickt werden [359].

Die zweite Motivation hdngt mit dem Versuch zusammen, Immunosensoren zu bauen. So
wird oft vorgeschlagen, Antikorper mit Tracer zu séttigen und dann die Verdrangung durch
den Analyten zu messen. So verlockend und einleuchtend beide Ansétze auch klingen mogen,
sie haben einen entscheidenden Nachteil: Sie liefern unter den hier diskutierten Randbe-
dingungen keine brauchbaren Eichkurven. Zwar wurde in einer neueren Dissertation ein
derartiger Verdrangungsimmunoassay vorgestellt [121]. Die Probeninkubationszeit wurde zu
zwei Stunden gewahlt: Sicher kein attraktiver Wert fiir einen Sensor. Dies war notwendig,
um geniigend Antikorper-Komplexe des indirekten Testsystems dissoziieren zu lassen. Die
Nachweisgrenze lag bei ca. 1-103 mmol/L bzw. 0.25 mg/L Biotin. Die Sensitivitit konnte
auch durch diverse Testvarianten und Verwendung neuer Fluoreszenzlabel nicht verbessert
werden. Beachtet man die kinetischen Randbedingungen, so verwundert es nicht, daf ein
analoges System mit einem hoheraffinen Antikorper (T-2) nicht funktionierte. Nimmt man
z.B. nur eine 10fach hohere Affinititskonstante des T-2-Antikorpers relativ zum Biotin-



138

Antikorper an, so steigt die erforderliche Dissoziationsdauer auf 20 Stunden, um ein dhn-
liches Signal zu erhalten (Die Assoziationskonstante ist ndherungsweise konstant). Man
erkennt leicht, daB hier Geschwindigkeit und Sensitivitit gegensitzliche Anforderungen
stellen.

Das Problem fiir den Waschschritt zur Unterbindung von Enzymhemmungen (Analyt-Wa-
schen-Tracer) ist die relativ hohe Dissoziationskonstante des Analyten. Es ist nur schwer
moglich, einen Waschschritt und eine Tracerinkubation in z.B. weniger als 2 Minuten
durchzufithren (Daten nicht dargestellt). Zudem leidet dieses Verfahren an verheerenden
EmpfindlichkeitseinbuBen. Sollten tatsichlich Enzymhemmungen Probleme bereiten, so ist
eine indirekte Konfiguration eines ELISA (siehe S. 8) oder ein inverser Test bei weitem
vorzuziehen.

Die umgekehrte Variante (Tracer-Waschen-Analyt) krankt gleichfalls an kaum ldsbaren
Problemen. Abgesehen von der im allgemeinen langsamen Tracer-Dissoziation muff man sich
klar machen, daB eine Konkurrenz bei kompetitiven Verfahren nur beim Assoziationsschritt
auftritt. Die Dissoziation hdngt nur von der Konzentration des Tracer-Antikdrper-Komplexes
ab - nicht aber von der Analytkonzentration. So wird zwar eine zeitliche Abhingigkeit des
Signals gemessen, jedoch ohne jede Beteiligung des Analyten. Eine Konkurrenz findet also
nicht statt. Eine Anderung dieser Lage tritt nur unter bestimmten Bedingungen auf. Wenn
sich das System nach Stunden oder Tagen einem Gleichgewicht ndhert, tritt durch die
Assoziationskomponente langsam wieder eine Kompetition auf. Hierzu muB aber ein abge-
schlossenes (kleines) Kompartiment vorliegen. In einer quasi-unendlichen Probe ("Sensor in
den FluB halten") tritt nie eine Riickreaktion und folglich auch keine Kompetition auf.
Problematisch kann auch die effektiv vorhandene Tracermenge sein, denn normalerweise
wird ein deutlicher UberschuB Tracer relativ zum Antikdrper verwendet.

Der durch Sittigen der Antikdrper gebundene Tracer muf spiter fiir einen vollstindigen Test
ausreichen. Dies kann nur bei extrem hohen Affinititskonstanten gelingen, die wiederum
einer schnelleren Einstellung des Gleichgewichts im Wege stehen. Andernfalls ist mit
erheblichen Empfindlichkeitseinbufien zu rechnen, da die Voraussetzungen fiir einen kom-
petitiven Test (Antikorpermenge limitierend) nicht mehr gegeben sind. Es wurde ein ent-
sprechendes Experiment auf einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt (Abb. 58). Zuerst wurde der
Antikorper mit Tracer gesdttigt und nach dem Zwischenwaschschritt wurden die Eichlésun-
gen zugegeben. Um den Einwand zu entkriéften, stark bindende Tracer konnten nicht vom
Analyten verdrangt werden, wurden Tracer vollig unterschiedlicher (auch sehr schwacher)
Affinititen verwendet. Man erkennt unschwer, daf auch bei hohen Analytkonzentrationen
nicht der geringste Anhaltspunkt fiir eine Verdrangung zu sehen ist.
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Abb. 58: Verdringung des Tracers durch Analyt.

1.11 SchluBfolgerungen

Die kinetischen Konstanten von Hapten-Antikorper-Reaktionen lassen sich auch mit einfachen
MTP-Techniken messen. Dabei ist die Dissoziationskonstante bei hochaffinen Antikérpern
gut zuganglich, bei niedrigaffinen Antikdrpern kann ein Maximalwert angegeben werden. Die
Assoziationskonstanten sind schwer meBbar und werden am besten indirekt tiber die Gleich-
gewichtskonstante errechnet. Es wurde eine neue Methode zur Bestimmung von Gleichge-
wichtskonstanten (Affinititskonstanten) vorgestellt, die sich sehr vielseitig anwenden laft,
wenig aufwendig ist und in puncto Genauigkeit den "Referenzverfahren" vermutlich iiber-
legen ist.

Die Kinetik des Tracers ist deutlich schwieriger zu messen und zu beschreiben. Bei der
Dissoziation des Antikorper-Tracer-Komplexes wurden starke Abweichungen vom einfach
exponentiellen Verhalten registriert. Die Bindung des Tracers an die Mikrotiterplatte wird
in hohem MaBe durch Adsorptionsvorginge an der Mikrotiterplatte beeinflufit. Dies ist
wahrscheinlich die Ursache fiir das partiell quasi-irreversible Bindungsverhalten des Tracers.

Die Messung von Konzentrationen der Immunoassay-Reaktanden ist nur partiell gelost
worden. Es ist sehr schwierig absolute Werte zu erhalten, die fiir die Berechnung von
Assoziationskonstanten unbedingt erforderlich sind. Die Konzentration des Tracers kann
verhiltnisméBig genau bestimmt werden, wobei es sich jedoch gezeigt hat, da§ die Konzen-
tration des Enzyms nicht gut mit der Enzymaktivitdt korreliert. Fiir die Bestimmung von
Antikorper-Konzentrationen wurden nur relative Séttigungsmethoden angewendet. Es wire
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denkbar, IgG-Immunoassays zur genaueren Quantifizierung zu verwenden und die quantitati-
ve Adsorption beim Coaten zu fordern.

Es konnte gezeigt werden, daB Antikorper an Polystyrol-MTP adsorptiv sehr fest gebunden
werden und bei Einhaltung gewisser Regeln keine Probleme mit desorbierten Antikdrpern
auftreten.

Zudem wurde gefunden, daB die kinetische Messung der Enzymaktivitit Nachteile beziiglich
der Reproduzierbarkeit gegeniiber der Endpunktmethode aufweist, die wahrscheinlich auf die
mangelhafte Durchmischung der Substratlosung wihrend der Messung im Reader zuriickzu-
fiihren ist.

Trotz der Abweichungen des Tracerverhaltens scheinen etwas einfachere Modelle fiir die
Beschreibung vieler Vorgénge in Immunoassays auszureichen. So konnte durch Computer-
simulationen ein neues Testdesign entworfen werden, das bei kompetitiven Immunoassays
positive Eichkurvensteigungen liefert. Dieses Testdesign wurde realisiert und entspricht in
seinem Verhalten der Prognose, die anhand von Computersimulationen gewonnen wurde.

Véllig im Einklang mit experimentellen Daten ist auch die Simulation von Zwischenwasch-
schritten, die als weitgehend kontraproduktiv erkannt wurden.

Allgemein kann festgehalten werden, daB die Messung von kinetischen Parametern in
Kombination mit Computersimulationen sehr wertvolle Hinweise auf das Verhalten sowie auf
Optimierungsmoglichkeiten und Stérungsmechanismen von Immunoassays geben kann.
Zusammenfassend werden in Tabelle 7 kinetische und thermodynamische Daten aus der
Literatur und aus dieser Arbeit im Vergleich dargestellt.
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Tabelle 7: Kinetische und thermodynamische Daten von Protein/Hapten-Reaktionen.

Analyt Typ K [L/mol] k, [L/mol-s] ko [1/s] Zitat
p-Nitrophenyl-Azofarbstoff pAK | 5.8:10° 1.8-10 7.6-10% [401]
2,4-Dinitrophenyl-Azofarbstoff | pAK | 5.7-107* 8-107 1.4 [402]
2,4-Dinitrophenyl-Azofarbstoff | pAK | 2.4-10° 1.7-107 70 [403]
2,4-DNP-Lysin mAK | 1.8-10% [404]
2,4-DNP-Lysin mAK | 4.1-107 [287]
Thyroxin (T4) TBG ca. 2-10% | [320]
| Progesteron PBG | 1.5-10° 8.8-10’ 6-102 [405]

Cortisol! CBG | 7.9-10% 2.2:10% 2.8:103 | [405]
Progesteron! COR | 1.5-101° 2.8:10° 1.9-10° | [408]
Dexamethason! RLR 7.3-108 1.4-10* 2.0-10°3 [405]
Biotin AVI | 100° 7.5:107* 7.5-10% | [406)
Biotin SAVI | 108" 2.4-10°¢ 2.4-10°° [406]
05-Ethyl-2’-desoxyguanosin pAK | 1.5-10'0 [226]
Phosphocholin Fab’ | 1.6:10° 721
2,4-D pAK | 2.1-10 [274]
Digoxin mAK | 3.0-10!! [407]
Digoxin pAK | 2.3-10'0 1.7-107 3.5-10% | [408]
Ouabain pAK | 3.5:10° 8.7-10° 1.5-10° [408]
Digitoxin pAK | 6.1-10'0¢ 1.4-107 2.3-10% | [408]
Fluorescein mAK | 1.1-10 9.2:10* 7.9-103 | [409]
Fluorescein? pAK | 2.0-10° 5.2-100¢ 2.6-1073 [410]
Fluorescein pAK | 6.1-10'0 6.7-107 ca. 103 [214]
Atrazin (K1F4) mAK | 4.1-108 3
Terbuthylazin  (K1F4) mAK | 2.0-10° > 4-107* > 2102 |3
Atrazin (AK15) pAK | 7.9-107 3
Atrazin (C193) pAK | 1.4-10'0 6.0-107* 43103 |3
i-Pr/C1/C6 (C193) pAK | 1.3-10'1# 5.5-107* 4.2-104 |3

. Fehlende Werte berechnet.

# Mittels Kreuzreaktionsdaten aus Atrazin-Wert berechnet.

* Zit. [411].

! Bei 0-4°C.

§ Komponente I (Multicomponent Analysis).

Diese Arbeit.
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Betrachtet man die Gleichgewichtskonstanten der angegebenen Protein/Hapten-Komplexe, so
fallt auf, daB die hichsten Werte bei Antikdrpern bei knapp iiber 101! L/mol liegen. Der
polyklonale Antikérper C193, der empirisch als anderen Triazinantikdrpern iiberlegen
eingestuft wird, zeigt auch bei der Gleichgewichtskonstante einen sehr hohen Wert. Fiir
iiblich hergestellte Antikorper kann diese Grenze offensichtlich nicht wesentlich tibertroffen
werden. Andererseits kann gefolgert werden, daB Antikorper mit deutlich niedrigeren
Affinititskonstanten als suboptimal gelten miissen. In diesen Fillen erscheint es prinzipiell
moglich, durch verbesserte Immunisierungen Antikorper mit hoheren Gleichgewichtskon-
stanten herzustellen.

Einen Sonderfall bildet offensichtlich das Biotin/Avidin-System. Hier sieht man sehr schon,
daB hohe Affinititskonstanten nicht durch eine Erhohung der Assoziationskonstante, sondern
durch eine Erniedrigung der Dissoziationskonstante erreicht werden. Das Biotin/Avidin-
System zeigt auch, daB eine Gleichgewichtskonstante von 10!® L/mol auch bei kleinen
Molekiilen theoretisch erreichbar ist.

Vergleicht man die in dieser Arbeit erhaltenen Werte mit anderen in der Literatur angege-
benen Werten, so 148t sich feststellen, daff alle mit den vorgestellten Verfahren gemessenen
Daten plausible GroBenordnungen aufweisen. Besonders auffillig ist die gute Ubereinstim-
mung der berechneten Assoziationskonstanten. Auch bei Triazin-Antikorpern wird die
Affinititskonstante in erster Linie von der Dissoziationskonstante des Analyt/Antikorper-
Komplexes determiniert.

2 Strukturelle Aspekte
2.1  Bridge Recognition

Bridge Recognition (Bridge Binding, Spacer Recognition, Handle Recognition) wird sehr
hédufig fir MiBerfolge im Immunoassay-Bereich verantwortlich gemacht [412]. Die bes-
sere Erkennung des Tracers (incl. Spacer) habe zur Folge, daB der Analyt den Tracer nicht
mehr von seinen Bindungsstellen verdringen konne. Abgesehen davon, daB der Tracer bei
den hier untersuchten ELISAs weitgehend irreversibel bindet und eine Verdriangung des
Tracers nicht fiir das Funktionieren dieser Tests wichtig ist, erscheint die Hypothese der
"Briickenantikorper" keineswegs zweifelsfrei belegt. Meines Erachtens konnte noch nie eine
"Bridge Recognition" auf molekularer Ebene aufgeklirt werden. Dies hat umfangreiche
Arbeiten angeregt, die hier vorgestellt werden sollen.

Auch oder besonders bei indirekten ELISAs werden Bridge Recognition-Effekte beobachtet.
So sind viele Hapten-Immunoassays nur dann funktionsfdhig, wenn mit einem heterologen
Hapten gecoatet wird.
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Ausgangspunkt waren die Eigenschaften des polyklonalen Atrazin-Antikorpers C193, der
ausgezeichnete Empfindlichkeiten bei der Atrazinbestimmung zeigt (Nachweisgrenze ca.
2 ng/L). Hier wurde der umgekehrte Fall der iiblichen Konstellation untersucht, es sollte
geklirt werden, ob ein exzellenter Antikdrper auch "Bridge Recognition" zeigt. Dies war
insbesondere interessant, da dieser bisher uniibertroffene Test eine homologe Konfiguration
aufweist, d.h. der Tracer trdgt das identische Hapten im Vergleich zum Immunogen.

Es wurden Struktur-Wirkungsbeziehungen untersucht, die auf Grundlage von Kreuzreaktionen
(bzw. Testmittelpunkte C) bestimmter Derivate moglich sein sollten. Hierzu wurden ausge-
hend vom Immunogen (i-Pr/Cl/C6) Spacerderivate der Linge 1,3,4,5 und 6 (C-Atome)
synthetisiert, die Derivate der Lange O und 2 sind leicht erhiltlich, da sie Desethylatrazin
bzw. Atrazin selbst verkorpern. In Abb. 59 sind die Strukturformeln dieser Derivate darge-
stellt.
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A O L O
N)ClN 1 | NjiN 34
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Abb. 59: Homologe Reihe von Atrazin-Derivaten (Alkylderivate). 8 i-Pr/Cl/H, 31 i-Pr/Cl/Me,
1 i-Pr/CI/Et, 32 i-Pr/Cl/n-Pr, 33 i-Pr/Cl/n-Bu, 34 i-Pr/Cl/n-Pentyl, 35 i-Pr/Cl/n-Hexyl.

Es war nun zu erwarten, daB der Testmittelpunkt beim formalen Hinzufiigen von jeweils
einer CH,-Einheit so lange sinkt, bis der Spacer das Ende der Antikdrperbindungsstelle
erreicht. Dann sollte eine weitere Verlangerung keine weitere Verdnderung verursachen. Es
standen zu dem betreffenden Zeitpunkt fiinf Triazin-Antikdrper zur Verfiigung. In Tabelle 8
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sind kurz die wichtigsten Daten dieser Antikorper zusammengefafit, da diese fiir die Inter-
pretation von Belang sind.

Tabelle 8: Antikorper fiir die Untersuchungen zur Spacer Recognition.

Bezeichnung Typ Kreuzreaktion(en) Hapten fiir Tracer
(siehe S. 247) (primére) Immunisierung

C193 pAK | Propazin, Atrazin i-Pr/Cl/C6 i-Pr/Cl/C6
K1F4 mAK | Terbuthylazin, Terbutryn, Prometryn Ametrynsulfoxid | t-Bu/Et/C6
Ciba 21-1 mAK | Atrazin, Propazin, Prometon i-Pr/Cl/C5 i-Pr/Cl1/C6
AK 15 pAK | Propazin, Ametryn, Atrazin Ametrynsulfoxid | i-Pr/Cl/C6
S84 pAK | Propazin, Atrazin, Desethylatrazin i-Pr/Cl1/C6 i-Pr/Cl/C6

pAK: polyklonaler AntikSrper
mAK: monoklonaler Antik6rper
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Abb. 60: Testmittelpunkte der homologen Alkylderivat-Reihe. 8 i-Pr/CI/H, 31 i-Pr/Cl/Me,
1 i-Pr/Cl/Et,32 i-Pr/Cl/n-Pr,33 i-Pr/Cl/n-Bu,34 i-Pr/Cl/n-Pentyl,35 i-Pr/Cl/n-Hexyl. Antikbrper:
1:20.000, ca. 18 h, RT, 200 pL, Vorinkubation: 90 min, 200 uL, RT, Tracerinkubation: 10 min,
1:10.000, Entwicklung: 5-40 min.

Verfolgt man die Kurve des Antikdrpers C193 (Abb. 60), so erkennt man eine starke
Emiedrigung des Testmittelpunkts bis zum Cs-Derivat. Dies kann man als Bridge Recog-
nition interpretieren. Die Anderung der Affinitit reicht ca. bis zum 5. Kohlenstoffatom des



IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 145

Spacers und macht insgesamt einen Faktor von iber 15.000 (Cy/Cs) aus. Auch der Unter-
schied zwischen Atrazin (C,) und dem Pentylderivat betragt immer noch mehr als den Faktor
40. Auf "Pentyl-Atrazin" (Abb. 59: 34) bezogen hat Atrazin nur noch eine Kreuzreaktion von
miBigen 2.3 %. Hier wird auch klar, daf auch scheinbar hochselektive Antikdrper, be-
stimmte Spezialverbindungen noch um Grofenordnungen besser detektieren konnen (siehe
S. 72). Aus der rdaumlichen Grenze kann auch die Bindungsstelle des Antikorpers in ihrer
Ausdehnung abgeschitzt werden. Diese Interpretation wird gestiitzt durch die Vermessung
der Cg4-Derivate (Abb. 61), abgeleitet von der Carbonsiure 14 (Abb. 18). Die Verlingerung
des Spacers von 6 auf 13 Atome bewirkt keine signifikante Verdnderung mehr. Ein dhnliches
Verhalten erhilt man bei der Verwendung von Carbonsiuren unterschiedlicher Lange (Daten
nicht dargestellt).

Ein analoge Kurven werden auch bei den "verwandten" Antikérpern S84 und Ciba 21-1
erhalten (Abb. 60). Besonders interessant ist der monoklonale Antikdrper Ciba 21-1, der im
Gegensatz zu C193 und S84 mit einem Cs-Spacer immunisiert wurde. Hier ist der "Knick"
in der Kurve schon bei kiirzeren Spacerderivaten (relativ zu C193) zu erkennen. Der
Ametrynsulfoxid-Antikorper AK 15 zeigt ein unausgeprigtes Verhalten auf hohem Testmittel-
punktsniveau. Diese geringe Differenzierung spricht fiir eine geringe Spezifitit. Ein unge-
wohnliches Verhalten zeigt der monoklonale Antikorper K1F4. Da er mit einem Ametryn-
sulfoxidderivat (ohne Spacer) gewonnen wurde, das mit den angebotenen Homologen nur
entfernt verwandt ist, findet man ein ausgepragtes Minimum des Testmittelpunkts. Dieses
liegt bei C, und C;. Die C,-Verbindung (Atrazin) ist das einzige Derivat, das eine Analogie
zu Ametrynsulfoxid aufweist. Die hohe Kreuzreaktion des Cs-Derivats weist auf eine
Unvollkommenheit der Bindungsstelle hin, die die Aufnahme einer weiteren CH,-Gruppe
begiinstigt. Dies ist auch eine Analogie zur hohen Kreuzreaktion von Terbuthylazin, das auch
etwas grofler als Atrazin ist. Erst wenn versucht wird, eine noch groBere Alkylgruppe
unterzubringen, steigt der Testmittelpunkt wieder an.

Bei allen untersuchten Antikorpern gibt es keine signifikante Reaktion iiber C¢ hinaus. Dies
kann unterschiedliche Griinde haben: So wire es moglich, da Antikorperbindungsstellen
raumlich immer so konstruiert sind, daf§ keine lingeren Spacer erkannt werden konnen. Eine
andere Moglichkeit besteht in den beschréinkten Strukturen der bisher verwendeten immuno-
genen Haptene. Es ist eigentlich nicht zu erwarten, daB eine Bridge Recognition weit iiber
die maximale Linge der bisher verwendeten Spacer hinaus auftritt. Erst die Immunisierung
mit lingeren Derivaten konnte diese Frage kldren.

Doch nun stellt sich die Frage, ob vielleicht die hohe Empfindlichkeit des Antikorpers C193
im positiven Sinne etwas mit Bridge Recognition zu tun haben kénnte. Man kann also die
Antithese zur bisherigen Anschauung formulieren, die von der Annahme ausging, Bridge
Recognition hitte eine Verschlechterung des Testmittelpunkts zur Folge.
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Abb. 61: Testmittelpunkte der verlingerten CgCarbonsiurederivate. 14 i-Pr/Cl/C6,
17 i-Pr/Cl/C6-C2, 18 i-Pr/Cl/C6-C6. (Bedingungen analog zu Abb. 60)

Primdr wurde es notwendig, eine klare Definition fiir Bridge Recognition zu finden. Die
iibliche Angewohnheit, von Briickenantikdrpern zu reden, aber nicht zu definieren, wie man
sie quantitativ charakterisieren konnte, sollte nicht mehr weitergefiihrt werden. Die Uber-
legung ging von der Affinitit des Analyten aus, die sinnvollerweise zur Normierung dienen
sollte. Daraus ergibt sich recht zwanglos eine sehr allgemein anwendbare Definition. Man
mifBt die Kreuzreaktion eines Derivats, das ein(e) Atom(gruppe) mehr besitzt, als der Analyt.
Die Atomgruppe entspricht genau der niachsten zusammenhangenden Einheit des Spacers. In
einer Alkylkette entspricht diese Einheit einer CH,-Gruppe. In unserem speziellen Fall wiirde
man fiir das Atrazin (i-Pr/Cl/Et), das um einen Kohlenstoff verlingerte Derivat, das n-
Propyl-Atrazin (i-Pr/Cl/n-Pr) verwenden. Dies gilt genaugenommen natiirlich nur fiir
Immunogene, die den Alkylspacer als Verlangerung der Ethylgruppe des Atrazins tragen.
Man berechnet nun die molare Kreuzreaktion dieses Analyt+C,-Derivates bezogen auf den
Analyten. Dieses Prinzip 4Bt sich sinngemaB auf fast alle Hapten-Strukturen iibertragen. Man
kann diese Kreuzreaktion direkt als "Bridge Recognition" definieren. Es ist jedoch zu
beachten, daB eine Substanz ohne "Bridge Recognition" mit dem Wert 100 % korrespondiert.
200% Bridge Recognition wiirde dann eine Verdopplung der Kreuzreaktion bedeuten. Werte
unter 100 % bedeuten eine schlechtere Bindung im Verhiltnis zum Analyt.
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Diese Definition der Bridge Recognition lautet also:

C
BrRec = |—2"" | x100% (GL. 50)
Spacerderivat
mit:  BrRec Bridge Recognition [%]
Canatye Molarer Testmittelpunkt des Analyten [mol/L]

Cspacerderivar  Molarer Testmittelpunkt des Analyt+C,-Derivats~ [mol/L]
* C; kann auch eine Nichtkohlenstoff-Gruppe sein.

Tabelle 9: Weitere Antikorper fiir die Spacer-Recognition-Untersuchungen.

Bezeichnung Typ Kreuzreaktion(en) Hapten fiir Tracer
(siehe S. 247) (primire) Immunisierung

NMI 118 mAK | Propazin, Terbuthylazin, Atrazin "MIX10"1 1-Pr/Cl/C6
NMI 54 mAK | Propazin, Terbuthylazin, Atrazin “MIX10"! i-Pr/C1/C6
K1Al11 mAK | Prometryn, Ametryn, Atrazin, Terbutryn Ametrynsulfoxid | i-Pr/Cl/C6
K6ES mAK - i-Pr/Cl/Cl i-Pr/Cl/C6
P6A7 mAK | Terbuthylazin i-Pr/Cl/Cl i-Pr/Cl/C6
K4E7 mAK - Et/Cl/C6 i-Pr/Cl/C6
CWoNr mAK - i-Pr/Cl/C6 i-Pr/Cl/C6

1" Mischung aus 10 Triazinderivaten, siehe Experimenteller Teil (S. 270).
- Kreuzreaktionen nicht bekannt.

Von den oben genannten und von einigen spdter hinzugenommenen Antikorpern (Tabelle 9)
. wurde die Bridge Recognition nach Gleichung 50 berechnet und gegen den Testmittelpunkt
von Atrazin aufgetragen. Die polyklonalen und die monoklonalen Antikdrper wurden getrennt
aufgefiihrt. Die polyklonalen Antikoérper scheinen eine deutliche Korrelation zwischen
Testmittelpunkt (Atrazin) und Bridge Recognition aufzuweisen (Abb. 62). Ob man die
Datenbasis fiir das Gegebensein eines linearen Zusammenhangs fiir ausreichend hilt oder
nicht: Zumindest ist zu erkennen, daf unempfindliche Antikorper eine geringe Bridge
Recognition haben (koénnen) und daf empfindliche Antikorper extrem hohe Bridge Recog-
nition aufweisen (konnen). Dies stellt die weitverbreitete Ansicht, Bridge Recognition fiihre
zu unempfindlichen Tests, stark in Frage. Es muf} unbedingt geklart werden, ob eine ver-
stirkte Bridge Recognition zu besseren Antikdrpern fiihrt.
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Abb. 62: Korrelation zwischen Bridge Recognition und Empfindlichkeit. Analyt: i-Pr/CI/Et (Atrazin),
Analyt+ C-Derivat: i-Pr/Cl/n-Pr ("n-Propylatrazin®”) C193, §84 und CWoNTr: i-Pr/Cl/C6-Immunogen,
AK 15: Ametrynsulfoxid, alle polyklonal.

Undurchsichtiger ist die Lage bei monoklonalen Antikérpern. Besonders problematisch ist
die Tatsache, daf keine mAKs zur Verfiigung standen, die genau mit dem passenden Immu-
nogen (i-Pr/C1l/C6) hergestellt worden wiéren. Es 1d8t sich zwar ein den polyklonalen Anti-
korpern dhnlicher Trend ahnen, eine strenge Korrelation lieB sich aber nicht nachweisen
(Abb. 63). Auch hier kann man zumindest festhalten, daB hohe Spacer Recognition keinen
negativen Einfluf§ auf die Empfindlichkeit hat. Es gibt keine Anhaltspunkte, die eine gegen-
teilige Hypothese stiitzen wiirden.

Es muB jedoch diskutiert werden, wieso der Zusammenhang bei polyklonalen und mono-
klonalen Antikdrpern so unterschiedlich auszusehen scheint. Eine mdgliche Ursache kann die
Screening-Prozedur sein, die bestimmte Eigenschaften diskriminiert und daher zu einer
Verzerrung der "Antikorper-Verteilung" fiihrt. So wurde von GIERSCH und HOCK [201]
berichtet, daB bei ihrem Screening "Briicken-Antikorper" verworfen wiirden.

Maglich ist auch ein struktureller Unterschied zwischen (monoklonalen) Maus-Antikdrpern
und (polyklonalen) Kaninchen- oder Ziegen-Antikorpern. Es ist durchaus denkbar, da bei
vielen Miuse-Staimmen immunologische "Blinde Flecke" existieren, die die Produktion
bestimmter Antikorper-Strukturen durch das eingeschriankte Repertoire verhindern.
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Abb. 63: Korrelation zwischen Bridge Recognition und Empfindlichkeit. Immunogene siehe Tabelle 9,
alle monoklonal.

2.2  Affinitit des Tracers

Da die Wechselwirkung des Tracers mit den Antikorpern und der Mikrotiterplatte ziemlich
komplexe Abhédngigkeiten zeigt (sieche S. 99 ff.), ist es im Gegensatz zu den Analyten
schwierig, an thermodynamische oder kinetische Daten zu kommen. Dies kann umgangen
werden, indem nicht die Tracer selbst, sondern ihre Haptene einer Untersuchung unterzogen
werden. DaB dies zu sinnvollen Ergebnissen fiihrt, konnte in Vorarbeiten [302] gezeigt
werden. So lieferten Haptene mit hoher Kreuzreaktion (hoher Affinitdtskonstante) niitzliche
Tracer. Zwar konnen Untersuchungen an isolierten Haptenen die Suche nach geeigneten
Strukturen sehr vereinfachen, bestimmte Faktoren kdnnen jedoch nicht prognostiziert werden.
Sterische Probleme sind bei Tracern hiufig [267] und treten oft erst nach der Kopplung des
Haptens an das Enzym auf.

Aus diesem Grund wurde versucht, ein Verfahren zu entwickeln, das den einfachen und
schnellen Vergleich unterschiedlicher Tracer erlaubt ("Ranking"). Der wichtigste Punkt ist
die Messung der Enzymaktivitit des Tracers. Dies kann nach einer beliebigen Methode
erfolgen, hier wurde das chromogene Substrat Tetramethylbenzidin verwendet. Dann werden
die Tracer auf eine Standardkonzentration gebracht, die in einem fiir den ELISA giinstigen
Bereich liegen sollte (hier: 10® mol/L). Der Tracer wird in einer stabilisierenden Losung
(PBS mit BSA und Ham [413]) angesetzt. Da es schwierig ist, diese Konzentrations-
einstellung mit der notwendigen Genauigkeit durchzufiihren, sollte sich eine Bestimmung der
Enzymaktivitit der verdiinnten Losungen anschliefien. Die spater mit Antikdrpern erhaltenen
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Bindungswerte werden dann auf diese Enzymaktivitit normiert. Die Tracerlésungen kdnnen
einige Zeit im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Die antikdrperbeschichtete Mikrotiterplatte
wird mit PBS vorinkubiert, um ein Austrocknen zu vermeiden und mit den Tracerlésungen
versetzt. Nach einer festen Inkubationszeit wird gewaschen und entwickelt. Da auf den
hochsten auftretenden Median normiert wird, ist eine einheitliche Entwicklungszeit bzw.
Antikorperkonzentration nicht erforderlich. Wenn eine grofere Anzahl unterschiedlicher
Tracer zur Verfiigung steht, sind auch wertvolle Struktur-Wirkungsbeziehungen zu erhalten.
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Abb. 64: Tracerbindung an pAK CI193. Immunogen: i-Pr/Cl/C6, Antikdrper C193 1:20.000, Entwick-
lung 20 min. (Erkldrung der Tracer-Kurzbezeichnungen siehe S. 275)

In Abb. 64 ist das Tracer-Pattern des polyklonalen Atrazin-Antikdrpers C193 (Kaninchen)
dargestellt. Auffillig ist die extrem starke Bindung des ldngsten Spacer-Derivats
i-Pr/CI/EDA-DGS. Es iibertrifft sogar noch das homologe Hapten i-Pr/Cl/C6. Auch der C11-
Spacer scheint giinstig zu sein. Interessant ist, daB auch deutlich vom Immunogen abweichen-
de Strukturen erkannt werden, z.B. wirkt die Cyclopentylamin-Gruppe (statt i-Pr) und die
Thiomethyl-Gruppe (statt Cl) nicht prohibitiv. Auch das Ethylderivat wird noch gut erkannt.
Dies kann natiirlich an anderen im Serum vorhandenen Fraktionen liegen, die im iiblichen
ELISA nicht aktiviert werden. Die Variation der Spacer-Anbindungsstelle dagegen wirkt sich
stark negativ aus. Alle Derivate mit derartigen Strukturen werden kaum gebunden. Auch
Hydroxy- und Desalkyl-Derivate werden nicht erkannt. Die Verkiirzung des Spacers von Cg
auf C; fiihrt zu einer Verminderung des Signals auf nur noch 2 Prozent.

In Abb. 65 ist das Verhalten des polyklonalen Atrazin-Antikorpers S84 (Schaf) aufgetragen.
Allgemein ist das Muster sehr dhnlich zu C193, was aufgrund des identischen Immunogens
auch nicht verwundert. Der Antikorper S84 scheint im Bezug auf die Variation der Alkylreste
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noch selektiver als C193 zu sein. Ethyl- und Cyclopropyl-Derivate werden kaum noch
gebunden. Die Verkiirzung des Spacers von Cg auf C; wirkt stark negativ. Hier sinkt das
Signal gleichfalls auf 2 Prozent ab.
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Abb. 65: Tracerbindung an pAK S84. Immunogen.: i-Pr/Cl/C6, Antikdrper S84 1:20.000, Entwicklung
30 min.

In Abb. 66 sind die Ergebnisse des polyklonalen Antikérpers CWoNr dargestellt. Die
Ahnlichkeit zu den vorhergehenden Antikdrpern C193 und S84 erstaunlich. Dies 148t sich
auch in diesem Fall auf identische Immunogene zuriickfiihren. Im Gegensatz zu S84 ist
CWOoNr im Bezug auf Alkylreste sehr anspruchslos. Das Cyclopentyl-Derivat ist sogar eines
der am besten bindenden. Ein sehr interessantes Detail ist das hohe Signal bei i-Pr/Et/C6.
Dies widerspricht dem {iblichen Verhalten, daB verinderte Spaceranbindung zu stark redu-
zierten Affinitdten fiihren. Da das Derivat fest gekoppelt an der Peroxidase prisentiert wird,
konnte man daraus schlieBen, daB die Bindungsstelle des Chlors so undifferenziert ausgebildet
ist, daB auch eine Ethylamino-Gruppe hineinpa8it. Das analoge t-Butyl-Derivat wird dagegen
fast nicht gebunden.

Vollig anders présentiert sich der polyklonale Antikdrper AK 15 (Abb. 67). Bei Ametryn-
sulfoxid-Konjugaten ist das eigentliche Immunogen nicht bekannt. Es konnte sich um ein
Schwefel-Derivat (Cystein) und/oder ein Amin (Lysin) handeln. Das hohe Signal von
i-Pr/Et/C6 gegeniiber i-Pr/Et/3MPS spricht fiir die Anwesenheit von Aminderivaten im
Immunogen. Da in den meisten Proteinen keine freien Sulfhydryl-Gruppen vorkommen,
entspricht das Ergebnis der Erwartung. Allgemein ist das Bindungsmuster relativ unspezi-
fisch. Dies zeigt sich auch an den hohen Bindungswerten der i-Pr/Cl/C6-Familie. Die
Ahnlichkeit zwischen diesen Derivaten und dem Immunogen ist eher miBig. Hier ist der
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umgekehrte Fall im Vergleich zu CWoNTr zu sehen, ein Chloratom scheint die Bindungsstelle
des Ethylamin-Rests einnehmen zu koénnen. Dies spricht fiir die Hypothese, daB diese
Bindungstaschen weitgehend auf hydrophoben Wechselwirkungen basieren.
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Abb. 66: Tracerbindung an pAK CWoNr. Immunogen: i-Pr/Cl/C6, Antikdrper CWoNr 1:5.000,
Entwicklung 30 min.
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Abb. 67: Tracerbindung an pAK AK 15. Immunogen: Ametrynsulfoxid, Antikdrper AK 15 1:20.000,
Entwicklung 10 min.
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In die gleiche Gruppe wie AK 15 gehort auch der polyklonale Antikdrper AK 19 (Abb. 68).
Die Muster sind grob &dhnlich, aber in diesem Fall besser differenziert. i-Pr/Cl/C6 wird
optimal gebunden, trotz der begrenzten Ahnlichkeit zum Immunogen. Es kénnte sich um eine
Erkennung eines Teils des Lysin-Rests handeln, der eine groBe Ahnlichkeit zur 6-Amino-
hexansiure (C6) hat. Hier tritt der gleiche Effekt wie bei AK 15 auf: Bei einer Verlangerung
des Spacers sinkt die Affinitit deutlich ab. Das bedeutet, da nur Antikdrper, die mit Spacer-
Immunogenen gewonnen wurden, lange Spacer effektiv nutzen konnen.
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Abb. 68: Tracerbindung an pAK AK 19. Immunogen: Ametrynsulfoxid, Antikérper AK 19 1:5.000,
Entwicklung 60 min.

Einen Einzelfall in dieser Reihe bildet der Desalkyl-Atrazin-Antikorper C10 (polyklonal). In
Abb. 68, Abb. 69 ist das sehr ausgeprigte Muster zu erkennen. Interessanterweise bindet
nebst homologem Tracer auch der i-Pr/Cl/C11- und der i-Pr/C6/C6-C6-Tracer (MIX10 muB
binden, da er H/C1/C6 enthilt). Dies konnte man sich mit einer Bridge Recognition erkliren,
da ein variierter Spacer (i-Pr/CI/EDA-DGS) kein nennenswertes Signal ergibt. In diesem Fall
fehlen wichtige Derivate, so die Desalkylderivate mit verdndertem Spacer oder ersetztem
Chlor. Man darf sich daher nicht der Illusion hingeben, dieser Antikorper sei viel selektiver
als die vorher gezeigten.
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Abb. 69: Tracerbindung an pAK CI0. Immunogen: H/CI/C6, Antikdrper C10 1:20.000, Entwicklung
30 min.
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Abb. 70: Tracerbindung an mAK Ciba 21-1. Immunogen: i-Pr/Cl/CS, Antikdrper Ciba 21-1 1:20.000,
Entwicklung 5 min.

Das Immunogen des monoklonalen Antikdrpers Ciba 21-1 besitzt groBe Ahnlichkeit mit den
Immunogenen von C193, S84 und CWoNTr. Nicht iiberraschen sollte daher das recht dhnliche
Tracer-Pattern. Auch hier fiihrt die Verwendung von liangeren Spacern (i-Pr/C1/C6C6 oder
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i-Pr/CI/EDA-DGS) zu einer verbesserten Bindung. Die Differenzierung von Alkylgruppen
ist recht maBig, Cyclopropyl- und t-Butyl-Reste werden ohne Probleme akzeptiert. Dagegen
ist die Unterscheidung der Spacer-Anbindungsstelle extrem gut. Diese Aussage ist identisch
mit der Aussage, dafl der Chlorsubstituent zur Bindung unerliBlich ist. Eine Ausnahme bildet
hier die bekannte Tatsache [46](322], daB Chloratome ungefahr durch Thiomethyl-Gruppen
imitiert werden konnen. Der Tracer i-Pr/SMe/C6 besitzt kein Chlor und wird trotzdem noch
ausreichend gebunden. Der Effekt einer Spacerverkiirzung von Cq auf Cj ist extrem stark.
Die Bindung verschlechtert sich um den Faktor 1000.

Das Immunogen des monoklonalen Antikorpers Ciba 20-9 (Abb. 71) unterscheidet sich nur
durch den Ersatz des Chlors durch eine Hydroxygruppe vom vorhergehenden Antikorper.
Merkwiirdigerweise wird der Tracer aus dem Chlorderivat vergleichbar gut gebunden. Hier
konnte wieder eine Bridge Recognition vorliegen. Dies wird durch die geringe Bindung von
i-Pr/Cl/EDA-DGS untermauert. Grofiere Alkylgruppen fiihren zu einer immer noch ansehn-
lichen Bindung. Man kdnnte daraus schlieBen, daf§ die Bindungsstelle nicht optimal geformt
ist um Kreuzreaktionen niedrig zu halten. Dies ist in Ubereinstimmung mit der geringen
Selektivitit dieses Antikorpers (vgl. Ciba 85-3, Abb. 72). Hier tritt der seltene Fall auf, da
der empfindlichere Antikorper (20-9) unselektiver ist als der unempfindlichere (85-3). Es gibt
also keine strenge Korrelation zwischen Selektivitdt und Sensitivitit. Obwohl die Kreuz-
reaktion von Atrazin (i-Pr/CI/Et) kleiner als 0.05 % ist, bindet die Cq-Spacer-Variante
(i-Pr/Cl/C6) extrem gut. Moglicherweise fiihrt auch der Spacer zu einer Verdnderung der
Tertidrstruktur des Antikorpers, so daB Chlorderivate besser gebunden werden.
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Abb. 71: Tracerbindung an mAK Ciba 20-9. Immunogen: i-Pr/OH/CS, Antikdrper Ciba 20-9 1:5.000,
Entwicklung 45 min.
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Abb. 72: Tracerbindung an mAK Ciba 85-3. Immunogen. i-Pr/OH/CS, Antikdrper Ciba 85-3 1:5.000,
Entwicklung 40 min.

Ciba 85-3 und Ciba 20-9 sind zwar beide monoklonale Hydroxyatrazin-Antikorper und mit
dem gleichen Immunogen hergestellt worden, trotzdem unterscheiden sie sich in gewissen
Aspekten. Der i-Pr/C1/C6-C6-Tracer wird wesentlich besser gebunden, als der Hydroxytracer
(i-Pr/Cl/C6). Dieses Verhalten bedarf einer Kldrung, da das Immunogen nur einen Cs-Spacer
besaB. Moglicherweise ist der i-Pr/Cl/C6-C6-Tracer mit einem Anteil Hydroxyderivat
(Hydrolyseprodukt) kontaminiert. Aber auch der einfache i-Pr/Cl/C6-Tracer und sein C11-
Homologes binden sehr gut. i-Pr/CI/EDA-DGS bindet dagegen relativ schlecht, was wieder-
um auf Bridge Recognition hinweist. Ciba 85-3 ist im Gegensatz zu 20-9 sehr selektiv im
Bezug auf die Variation der Alkylgruppe. Dies deckt sich weitgehend mit den Erkenntnissen
von SCHLAEPPI et al. [187][188], die fiir Ciba 85-3 nur Hydroxyatrazin und Hydroxypropazin
als stark bindende Haptene fanden, dagegen bei Ciba 20-9 eher eine Gruppenspezifitit fiir
viele Hydroxyderivate. Dies geht so weit, daB Ciba 20-9 sogar i-Pr/OH/H (Desethyl-
hydroxyatrazin) mit 13 % oder H/OH/H (Ammelin) mit 1.7 % Kreuzreaktion detektiert.

Der monoklonale Antikdrper K4E7 (Abb. 73) wurde mit einem ungewdhnlichen Immunogen
hergestellt. Es sollte durch die Einfiihrung einer Ethylgruppe ein Simazin-selektiver Anti-
korper erhalten werden. Kreuzreaktionsdaten liegen bisher nicht vor. Das Tracer-Pattern ist
jedoch schon sehr aufschlufireich. Es dhnelt dem des mAK Ciba 21-1 in hohem MabBe.
Cyclopropyl- und t-Butylgruppen werden schlechter als von mAK Ciba 21-1 erkannt. Bei
beiden Antikérpern wird der i-Pr/CI/EDA-DGS-Tracer hervorragend gebunden. i-Pr/Cl/C6-
oder C11-Derivate vermitteln auch hier gute Bindungseigenschaften. Eine Bevorzugung von
Ethylderivaten 1aBt sich nicht belegen. Dies konnte ein Hinweis auf eine Beschrankung der
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Diversitit der Antikorper-bildenden Zellen einer Maus sein. Es wiirden dann iiber eine Art
Kreuzreaktion durch verschiedene Immunogene &dhnliche oder sogar identische Zellen
aktiviert. Ein dhnlicher Komplex ist die hohe Kreuzreaktion von Propazin, die allen bisher
untersuchten Atrazin-AntikGrpern zu eigen ist. Diese Schwiche war resistent gegen alle
Immunisierungsvarianten.
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Abb. 73: Tracerbindung an mAK K4E7. Immunogen: Et/Cl/C6, Antikérper K4E7 1:10.000 (anti-
Maus-IgG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 5 min.

Auch das Immunogen des monoklonalen Antikdrpers P6A7 ist auBergewohnlich. Das reaktive
Triazin i-Pr/Cl/Cl wurde direkt mit den Lysingruppen eines Proteins umgesetzt. Zufillig
besitzt das Produkt eine hohe Ahnlichkeit zu i-Pr/Cl/C6 (bzw. Atrazin). Dies spiegelt sich
in der starken Bindung von i-Pr/Cl/C6-Derivaten. Die Differenzierung zwischen unter-
schiedlichen Alkylgruppen ist gering ausgepragt, dagegen wirkt sich eine Substitution Chlor
gegen Ethylamin (bzw. eine Verschiebung der Spaceranbindungsstelle) extrem aus. Besonders
bemerkenswert ist die Tatsache, daB trotz des fehlenden Spacers bei der Immunisierung die
Verkiirzung des Spacers von Cg auf C; eine Abnahme des Signals um den Faktor 500 zur
Folge hat. Das bedeutet zwangslaufig, daB der Lysinrest eine wichtige Rolle bei der Immuni-
sierung gespielt hat. Trotzdem gehdrt der Antikorper P6A7 nicht zu den sehr empfindlichen
Antikorpern. Dies unterstiitzt wiederum die Hypothese, daB der Lysinrest allein zur optima-
len Prisentation des Haptens (bzgl. Spacerlidnge) nicht ausreicht.



158

i—Pr,/Cl/EDA-DGS{ZZZ7223

H/C1/C6-

i~Pr,/OH,/C6-

i~Pr,/Cl/C3-
i~Pr,/Cl/C6—-C2 22 77
i~Pr,/Cl/C6-C6 A,

i-Pr/C\/Cl1 Y2z
i~Pr/Cl/C6727277222222222777272777772222
t-Bu/Et,/C6+
MIX104
i—Pr/Et/3MPS
t-Bu/Et/3MPS-
i—Pr/SMe /C6
i-Pr/Et/C6-
c—Pr/Cl/C64222222
c—Pentyl /Cl/C6+v2zz2222
t-Bu/Cl/C6- 2227777722222
Et/Cl/C6-zzzz2z22222
MONO-

0O 20 40 60 80 100
Tracer—Bindung [%]

Abb. 74: Tracerbindung an mAK P6A7. Immunogen: i-Pr/Cl/Cl, Antikérper P6A7 1:10.000 (anti-
Maus-1gG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 10 min.

Die drei monoklonalen Antikorper NMI 118, NMI 54 und NMI 21 wurden mittels eines
Immunogengemisches "MIX10" (siehe S. 270) hergestellt. Es kdnnen daher nur Vermutungen
angestellt werden, welches Hapten die Immunantwort ausgelost hat. NMI 118 (detektiert
Propazin, Terbuthylazin und Atrazin) zeigt ein ungewohnlich breites Spektrum (Abb. 75).
Das hohe Signal des Cyclopentylderivats weist auf ein Hapten mit C4-Spacer und voluming-
ser Alkylgruppe (t-Bu/Cl/C6). Eine Beteiligung von schwefelhaltigen Derivaten kann ausge-
schlossen werden, genauso von Derivaten ohne Chlor. Extrem lange Spacer bringen keine
Verbesserung, was das C,;-Derivat unwahrscheinlich macht. Ein kurzer C;-Spacer ist jedoch
auch hier nicht ausreichend. Der mAK NMI 118 scheint eine schlechte PaBform an der
Alkylgruppe aufzuweisen, jedoch sind Chlor und Cg-Spacer (Bridge Recognition) wichtig.
Dies entspricht in hohem MaBe den Ergebnissen der Kreuzreaktionsmessungen (siehe
S. 213). Auch hier wirkt sich der formale Verlust des Chlors viel stirker aus, als die
Variation der Alkylgruppe.

Die Kreuzreaktionen der monoklonalen Antikorper NMI 54 (Abb. 76) und NMI 118 sind
recht dhnlich. Diese Antikdrper kann man offensichtlich in eine Gruppe einordnen. Dies
spiegelt sich auch im Tracer-Pattern wider. Die Alkylselektivitit ist hier etwas niedriger, die
Bindung des langen Spacer-Derivats i-Pr/CI/EDA-DGS hat sich deutlich verbessert. Auch
hier ist eine starke Chlor-Selektivitit vorhanden. Die erste Vermutung, daB es sich um ein
und denselben Antikdrper handelt, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden. Die hohere Sensitivitdt, die niedrigere Huminstoffempfindlichkeit (siehe S. 213 f.)
und das doch signifikant verdnderte Tracer-Spektrum legen es nahe, daB diese Antikorper
individuelle Unterschiede aufweisen.
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Abb. 75: Tracerbindung an mAK NMI 118. Immunogen: i-Pr/Cl/C3, i-Pr/Cl/Cl11, i-Pr/OH/C6,
t-Bu/OH/C6, t-Bu/Cl/C6, H/CI/C6, i-Pr/Et/3MPS, t-Bu/Et/3MPS, i-Pr/SMe/C6, Et/Cl/C6 (molares
Gemisch), Antikdrper NMI 118/1 1:25 (anti-Maus-IgG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 2 min.
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Abb. 76: Tracerbindung an mAK NMI 54. Immunogen: i-Pr/Cl/C3, i-Pr/Cl/Cl1, i-Pr/OH/C6,
+-Bu/OH/C6, t-Bu/Cl/C6, H/CI/C6, i-Pr/Et/3MPS, t-Bu/Et/3MPS, i-Pr/SMe/C6, Et/Cl/C6 (molares
Gemisch), Antikbrper NMI 54 1:25 (anti-Maus-1gG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 5 min.
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Nicht auszuschliefien ist jedoch, daB diese Zellinien von einem Ur-Klon abstammen, der sich
durch kleinere Mutationen in mehrere Varianten aufgespalten hat. Ahnliche Beobachtungen
wurden auch von anderen Experimentatoren gemacht ([187][188]). Ob sich diese Mutanten
gezielt nutzen lassen, kann noch nicht genau beurteilt werden. Eine Sequenzanalyse dieser
und anderer "verwandter" AntikOrper wire sicher sehr aufschlufireich.

i—Pr/Cl/EDA-DGSyZ4

) H/Cl/C64 NMI 21
i—Pr/OH /C6-1ZZzz2222722222222
i~Pr/C1/C34)
i—Pr/ Cl / C6-CyzZzZzzzzzz2A
i~Pr/C\/C6-C6 YZ2722277 727
i—Pr/Cl/Cll- s o %)

i-Pr/C)/C6pzz77777777277777777777777777777777723
t—Bu/Et/C6
MIX10{ZzZzzzz2z222222222222222)
i-Pr/Et/3MPS{
t-Bu/Et/3MPSH
i—Pr/SMe/C6+2
i-Pr/Et/C6Q
c—Pr/Cl/C6tzzz2222222
c—Pentyl /Cl /C6{2Zz2zzzzzzz2222222222777777772222
t—Bu/Cl/C6+722227772222
Et/Cl/C6zzZZ2
MONO- .

0 20 40 60 80 100
Tracer—Bindung [%]

Abb. 77: Tracerbindung an mAK NMI 21. Immunogen: i-Pr/Cl/C3, i-Pr/Cl/Cl1, i-Pr/OH/C6,
t-Bu/OH/C6, t-Bu/Cl/C6, H/CI/C6, i-Pr/Et/3MPS, t-Bu/Et/3MPS, i-Pr/SMe/C6, Et/Cl/C6 (molares
Gemisch), Antikdrper NMI 21 1:25 (anti-Maus-IgG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 30 min.

Obwohl es sich bei dem monoklonalen Antikorper NMI 21 (Abb. 77) um einen ausgeprigten
Hydroxyatrazin-Antikdrper handelt, ist eine deutliche Ahnlichkeit in den Tracer-Pattern zu
den vorhergehenden Antikérpern zu erkennen. Der i-Pr/CI/EDA-DGS-Tracer wird jedoch
nur noch schwach gebunden, was auf eine ausgepragte Bridge Recognition hinweist. Zudem
wird das Hydroxyderivat (i-Pr/OH/C6) gut gebunden. Es ist erstaunlicherweise so, daB das
Hydroxyderivat noch von vier Chlorderivaten in der Bindung iibertroffen wird. Das Alkyl-
gruppen-Pattern entspricht in hohem MaBe dem des mAK NMI 118, wobei auch das Cyclo-
pentylderivat (neben Isopropyl) bevorzugt wird. Auch der NMI 21 hat einen nahen Ver-
wandten, den NMI 71 (hier nicht vermessen). Die frappierende Ahnlichkeit der Kreuzreaktio-
nen 1aBt auch hier die Frage nach Identitit oder Nichtidentitit aufkommen. Die Kreuzreaktio-
nen sind (auBer Huminsdure) derart dhnlich (siehe S. 215), daB ich hier keine eindeutige
Aussage treffen kann. Insgesamt stellt sich die Frage, ob nicht alle Antikérper der NMI-Serie
von einer einzigen Zelle abstammen und nur Punktmutanten darstellen.

Die néchsten monoklonalen Antikdrper wurden mittels der Ametrynsulfoxidmethode gewon-
nen. Sie zeigen, daff es durchaus Triazin-Antikdrper mit vollig unterschiedlichen Tracer-
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Pattern gibt. K1A11 (Abb. 78) bindet keines der Chlorderivate nennenswert. Der Antikdrper
ist extrem sensitiv gegeniiber einer Spacer-Verschiebung bzw. einer Substitution Alkyl gegen
Chlor. Substitution Alkyl gegen SMe wird weitgehend toleriert, so daB Thiomethylgruppen
eine Art Mittelstellung zwischen Chlor und Alkyl-Substituenten einnehmen. Es deutet sich
eine starke Bridge Recognition an, da die Mercaptopropionsiure-Derivate nicht gut gebunden
werden. Dies bedeutet auch, daB das Immunogen vermutlich eine Aminogruppe (Lysin)
besaB. In Zusammenhang mit den publizierten Kreuzreaktionsdaten (GIERSCH [200]) ergibt
sich ein recht klares Bild: Dieser Antikorper detektiert vermutlich primar Melamine (Triami-
no-Triazine). Sowohl Thiomethyl- als auch Chlorderivate (Herbizide) werden nur noch miBig
gebunden.

Der monoklonale Antikdrper K1F4 (Abb. 79), der mit Erfolg fiir die Bestimmung von
Terbuthylazin verwendet wird, besitzt einige interessante Eigenschaften. Obwohl er im
Vergleich zu K1A11 durch eine identische Immunisierung gewonnen wurde, zeigt er ein
vollig anderes Tracer-Spektrum. Hier sind die Mercaptopropionséiurederivate vorherrschend.
Der bisher verwendete Tracer t-Bu/Et/C6 bindet nur sehr maBig. Die Bindungseigenschaften
(im Bezug auf die richtige Spacerstellung) sind zwischen K1A11 und K1F4 komplementir.
K1F4 bindet die Melamin-Derivate nur gering. Auch eine Thiomethylgruppe an der falschen
Stelle ist nicht ausreichend (i-Pr/SMe/C6). Wenn ein Antikorper iiberhaupt eine Funktion des
Immunogens ist, so muf hier im Immunogen ein Schwefelsubstituent vorhanden gewesen
sein. Geht man von der Identitit der Immunogen-Praparate aus [201], so miissen freie
Sulfhydryl-Gruppen im BSA verfiigbar sein. In der Primarstruktur des BSAs ist ein freies
Cystein vorhanden [350]. Dieses Immunogen besteht folglich aus einer "Mischung" der
Ametrynsulfoxid-Derivate des Lysins und des Cysteins. Die relativ hohe Empfindlichkeit des
mAK K1F4 gegeniiber Triazin-Herbiziden ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, daB
Thioalkylreste Chlor-Substituenten imitieren konnen, im Gegensatz zu Aminoalkylgruppen
(sieche K1A11). Hier entspricht der am stirksten bindende Tracer (i-Pr/Et/3MPS) sehr
weitgehend der Struktur des (chemisch) postulierten Immunogens.
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Abb. 78: Tracerbindung an mAK KI1A11. Immunogen: Ametrynsulfoxid, Antikdrper K1A11 1:10.000
(anti-Maus-IgG vorgecoatet 1:2500), Entwicklung 15 min.
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Abb. 79: Tracerbindung an mAK KIF4. Immunogen: Ametrynsulfoxid, Antikdrper KF4 1:20.000,
Entwicklung 25 min.
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2.3  Verunreinigungen des Antikorpers

Dieses Thema hat interessanterweise viel mit "Briickenantikorpern" oder "Spacer Reco-
gnition" zu tun.

COOH
NH,

0@ OO

36 37

Abb. 80: 4-(1-Pyrenyl)-buttersiure, 1-Aminopyren.

So wurde bei einem neueren Projekt!” zur Herstellung von Antikérpern fiir polycyclische
Aromaten (PAK, PAH), und hier speziell dem Pyren, ein "Briickenantikdrper"-Problem
gefunden [304]. Antikorper, die mit einem Pyrenbuttersdure-Konjugat hergestellt wurden,
ergaben im ELISA (mit Pyrenbuttersiure-Peroxidase als Tracer) unbrauchbare Eichkurven.
Die Kurven waren flach mit einem extrem hohen "Untergrund”. Dieses Ergebnis konnte auch
gut reproduziert werden. Neben der "Briickenantikorper"-Hypothese wurde auch die Ver-
mutung geduBert, Enzymkonjugate mit stark hydrophoben Resten, wie Pyren-Derivaten,
wiirden unspezifisch von der Polystyrolplatte gebunden. Es sei daher nicht méglich, in
normalen Polystyrolplatten ELISAs fiir hydrophobe Substanzen durchzufiihren. Die iibliche
Strategie bestand darin, heterologe Kombinationen (in diesem Fall mit indirektem Testformat)
auszutesten. Zu diesem Zweck wurde aus Aminopyren (Abb. 80) ein Diazoniumsalz herge-
stellt, das zur Kopplung mit BSA verwendet wurde. Die so durchgefiihrten Immunoassays
zeigten eine normale Charakteristik und "bewiesen" damit die Richtigkeit der "Briicken-
antikorper"-Hypothese [304].

Da "Briickenantikdrper"-Hypothesen aus theoretischen Griinden auf schwachen Fiifien stehen,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Gelegenheit genutzt, den tieferen Ursachen von
"Briickenantikorpern” auf die Spur zu kommen. Dies war Ausgangspunkt von Experimenten,
die die Art der beteiligten Wechselwirkungen genauer untersuchen sollten. Als erstes wurde
versucht, die indirekte Testkonfiguration umzukehren. Dazu wurden vergleichbare heterologe

17 Unter der Leitung von Herrn Dr. D. Knopp, Institut fir Wasserchemie der
Technischen Universitit Miinchen.
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Konjugate mit Peroxidase hergestellt. Keines der heterologen Konjugate war in der Lage
diese Antikorper ausreichend fest zu binden und irgendwelche Eichkurven zu erzeugen
(Ergebnisse nicht dargestellt). Abgesehen von der hypothetischen Moglichkeit, daB diese
Konjugate experimentell miflungen waren, gibt es die Erklirung, da Haptene von Enzym-
tracern und von immobilisierten Protein-Konjugaten anderen Kriterien entsprechen miissen.
Nimmt man bei Peroxidase-Tracern einen monovalenten Mechanismus an (siche Abb. 27),
so konnte bei indirekten Tests ein bivalenter Mechanismus iiberwiegen. Dies wiirde bedeuten,
daB Antikorper in indirekten Tests mit wesentlich hoheren Affinititen gebunden werden als
Tracer in der normalen Konfiguration. Normale ELISAs miiBten daher viel besser bindende
Haptene verwenden in Vergleich zu indirekten. Das heterologe Diazo-Pyren-Konjugat wire
in diesem Fall also schwach bindend, was fiir den indirekten ELISA ausreicht, fiir den
normalen nicht.

Die nichsten Experimente waren in Hinsicht auf "Briickenantikorper" erfolgreicher. So
wurde statt Pyrenbuttersiure-Peroxidase unmodifizierte Peroxidase als Tracer eingesetzt. Die
Ergebnisse waren mehr als iiberraschend: Auch die reine Peroxidase wurde von diesem
Serum gut gebunden und erzeugte eine waagerechte "Eichkurve" (Abb. 81).

Schon diese Tatsache bringt beide Hypothesen ins Wanken: Es kann sich kaum um "Briicken-
antikorper" handeln, da in Peroxidase keine artifiziellen "Briickenmolekiile" vorhanden sind.
Eine unspezifische Bindung durch hydrophobe Haptene ist auch ausgeschlossen, da ebenfalls
keine vorhanden sind.

In Abb. 82 ist der Gegenversuch mit Pyrenbuttersdure-POD als Tracer dargestellt. Auch
diese Ergebnisse stehen in krassem Widerspruch zu den vorher genannten Hypothesen. Der
Pyren-Tracer wird ohne Antikorper oder mit unpassenden Antikorpern (K1F4) nicht signifi-
kant gebunden. Ein unspezifischer Mechanismus kann daher eindeutig ausgeschlossen
werden.



IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 165

1.0
= H o ¢____¢l__/¢
g 08{ i
o k s 4 A A I
< 08
g ¢ ohne Antikoérper
a 04 A anti-Peroxidase
§ O anti-Pyren
ﬁ 0.2- V anti—-Terbuthylazin

a N e ? ’: — r'v = ,a__

0.0+ e
0.001 0.01 0.1 1 10 100 000
Pyren [png/1] in 20 % MeOH

Abb. 81: Unmodifizierte Peroxidase als "Tracer". Antikdrper: anti-Peroxidase (Sigma) 1:10.000, anti-
Pyren (Nr. 16.89) 1:10.000, anti-Terbuthylazin (monoklonal, K1F4) 1:10.000, 200 pL ca. 18 h 4 °C,
Vorinkubation 10 min, 200 pL, "Tracer": Peroxidase (Boehringer), A 3 ,,,,=0.205, 1:1000, 15 min,
Entwicklung: anti-POD 2 min, Rest 10 min.
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Abb. 82: Pyrenbuttersiure-Peroxidase als Tracer. Antikorper: anti-Peroxidase (polykl., Sigma)
1:10.000, anti-Pyren (polykl., Nr. 16.89) 1:10.000, anti-Terbuthylazin (monokl., K1F4) 1:10.000,
200 pL ca. 18 h 4 °C, Vorink. 10 min, 200 pL, Tracer: Pyrenbuttersdure-POD, A,y; .. =0.465,
1:2000, 15 min, Entwicklung.: anti-POD 2 min, Rest 10 min.
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Das Problem der unspezifischen Bindung wurde in einem neuen Versuch genauer untersucht.
Es wurden drei "Tracer", Peroxidase (POD), Pyrenbuttersiure-POD und t-Bu/Et/C6-POD
tiber ihre Absorption bei 403 nm (Soret-Bande) auf gleiche Konzentrationen gebracht. Dann
wurde mit diesen Stammlosungen eine Verdiinnungsreihe hergestellt und diese auf eine
unbeschichtete Mikrotiterplatte pipettiert.

Das Ergebnis ist in Abb. 83 dargestellt. Es lassen sich keinerlei signifikante Unterschiede
zwischen den Tracern ausmachen. Der Einflu$f des gekoppelten Haptens auf die unspezifische
Adsorption ist auch bei sehr hydrophoben Resten gering. Rechnet man die Konzentration des
Tracers auf Verdiinnungen um, die bei Immunoassays iiblich sind, so kann gesagt werden,
daB die unspezifische Adsorption eine sehr kleine Rolle spielt. Dieser Effekt wird noch
geringer, verwendet man Antikorper-beschichtete Platten, da hier die besten Adsorptions-
stellen schon besetzt sind.

O Peroxidase

< Pyrenbuttersiure—Tracer
A t-Bu/Et/C6-Tracer

Absorption (450 nm)
o

0.1 1 10 100
relative Konzentration

Abb. 83: Vergleich der unspezifischen Adsorption von Tracern an Polystyrol. Antikdrper: entfillt,
Inkubation Tracer bzw. POD: 200 pL, 15 min, Konzentration: variabel, normiert auf A3 ... Ent-
wicklung: 10 min, Fehlerbalken: 2s.

Die Lage der anti-Pyren-Kurve in Abb. 81 kann als Indiz gewertet werden, daB in diesem
Serum anti-Peroxidase-Antikdrper auftreten und Peroxidase unabhingig von ihrer Modifizie-
rung binden. Zur Verifizierung dieser Annahme wurde ein polymerer Triger (VA-Epoxy,
Riedel-de Haén) mit nativer Peroxidase gekoppelt. Diese Affinititsmatrix wurde mit dem
Pyren-Serum vermischt um die anti-Peroxidase-Antikorper zu binden. Nach einem Zentri-
fugationsschritt wurde das gereinigte Serum wie {iblich verwendet. Der Effekt war erstaun-
lich: Abb. 84 zeigt die parallel gewonnenen Eichkurven. Es ist offensichtlich, daB das
affinititsgereinigte Serum einen vollig normalen ELISA ermdglicht.
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Die Probleme, die bisher aufgetreten sind, wurden nur durch die Anwesenheit von anti-
Peroxidase-Antikorpern verursacht. Wie diese AntikOrper entstehen konnten, ist jedoch
weitgehend unklar. Ob eine Verunreinigung des Immunogens mit einer pflanzlichen Per-
oxidase die Ursache ist oder ob es gewisse Homologien [414] zwischen Immunogen
(Hamocyanin, KLH) und Peroxidase gibt, mul unbedingt gekléart werden. Besonders gefahr-
det sind moglicherweise Glycoproteine, da es denkbar erscheint, da an unterschiedlichen
Proteinen partiell identische Zuckerreste hingen. Da dhnliche Beobachtungen ("Briicken-
antikorper") sehr haufig sind, sind diese Ursachen zwar nicht auszuschlieBen, aber nicht sehr
wahrscheinlich.

Viel eher k6énnte man eine "unspezifische" Immunisierung eines Tiers vermuten. So kdnnte
durch die starke allgemeine Aktivierung des Immunsystems durch das Freundsche Adjuvans
eine "Uberimmunisierung" auftreten, die eine Produktion von vielerlei mit den immunogenen
Determinanten unkorrelierten Antikérpern ausldsen kdnnte. Auch zu grofie Mengen Immuno-
gen konnten moglicherweise die Bildung von unerwiinschten Antikdrpern férdern.
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Abb. 84: Affinititsreinigung von anti-Pyren-Antikorpern. Antikdrper: anti-Pyren Nr. 16.89 (roh),
1:20.000, anti-Pyren Nr. 16.89 (affinitdtsgereinigt), 1:500, 48 h, 200 pL, 4 °C, Vorinkubation 30 min,
200 pL, Tracer: Pyrenbuttersdure-POD 1:20.000, 15 min, 100 pL, Entwicklung 10 min.

Diese Hypothese wird durch neuere Untersuchungen zu sog. "Superantigenen" gestiitzt
[415], in denen ein unspezifischer Mechanismus der Stimulation von Immunzellen
nachgewiesen werden konnte. Schon lange ist bekannt, da Endotoxine und Bordetella
pertussis B- und T-Zellen stark anregen. Bei detaillierteren Arbeiten konnte gezeigt werden,
daB Enterotoxine, die von Staphylococcus aureus hergestellt werden, bis zu 20 % der
Immunzellen im Organismus aktivieren konnen. Dieser Vorgang hat weitreichende Folgen,
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die von toxischem Schock bis zu Autoimmunkrankheiten reichen kénnen. Gerade das Auf-
treten von Autoimmunkrankheiten [416] zeigt die Breite der immunologischen Stimula-
tion durch diese bakteriellen Toxine. Es erscheint offensichtlich, da von den hunderten
Millionen aktivierter Klone auch zuféllig z.B. peroxidasebindende Antikorper produziert
werden konnen. Folglich miifite man untersuchen, ob selektivere Immunisierungsmethoden
das Auftreten von "Briickenantikdrpern" minimieren wiirden. Es muf} gepriift werden, ob die
Haufigkeit von "Briickenantikdrpern" mit der Anwendung von Freundschem Adjuvans (oder
dhnlichen bakterienhaltigen Praparaten) zusammenhidngt. Es ist denkbar, daB bei Immunisie-
rungen ein KompromiB zwischen Quantitit (Titer) und Qualitit (selektive Bildung von
Antikorpern) gefunden werden muf. Die Devise "Viel hilft viel" diirfte auch hier zu sub-
optimalen Ergebnissen fiihren.

Ein in diesem Zusammenhang besonders interessanter Fall wurde von KNIGHT et al.
[417] berichtet. Die Autoren beschreiben eine sehr dhnliche Situation: Ein Cotinin-RIA
zeigte Eichkurven, die ca. 50% nicht-kompetitionsfahige Bindung aufwiesen ("Sockel"). Die
Antikorper waren (dhnlich wie der Pyren-Antikdrper) mit einem KLH-Hapten-Konjugat
gewonnen worden. An KLH gekoppeltes Nicotin (strukturell dem Cotinin sehr dhnlich) wurde
zum Antiserum gegeben und das Prézipitat verworfen. Dieses absorbierte Serum zeigte ein
normales Verhalten. Die Autoren interpretieren die Vorgange als Entfernung von "Briicken"-
Antikérpern. Dies erscheint jedoch als eher unwahrscheinlich. Aus sterischen Griinden ist
es kaum moglich, daB ein Antikorper die Briicke, aber nicht das Hapten bindet. Wenn nur
eine zu hohe Affinitit des Tracers (Iodiertes Tyramin-Hapten) die Ursache wire, konnte eine
erhohte Analytkonzentration Analyt den Tracer doch verdriangen ("cross reactivity" [299]).
Da dies nicht der Fall ist, mufl "shared reactivity" vorliegen, d.h. es ist mehr als eine
AntikOrperpopulation beteiligt. Auch die durchgefilhrten Verdringungsexperimente mit
unmarkiertem Tracer weisen eindeutig in diese Richtung.

Sehr aufschlufireich ist die Bemerkung, daB ein analoges Experiment, das Serum durch ein
an Amino-Agarose gekoppeltes Nicotin-Derivat zu reinigen, vollig gescheitert ist. Dies
widerspricht grob der Annahme von Briickenantikérpern, da ja in diesem Fall die Briicke am
Nicotin-Derivat gleichermaBen vorhanden war. Meines Erachtens liegt hier ein vollig
unabhingiger Proze8 vor. Beispielsweise konnte man sich vorstellen, daB eine "Uberimmuni-
sierung" vorgenommen wurde, die nach allgemeiner Auffassung oft zur Bildung von nicht
mit dem Immunogen zusammenhéngenden Antikdrpern zur Folge hat. Diese "unspezifischen"
Antikdrper konnen nun u.a. auch Peroxidase oder Tyramin-Derivate binden. Absorbiert man
nun mit einem passenden Carrier die stérende "unspezifische" Fraktion (nicht unbedingt alle
Fraktionen), so sind plotzlich alle Storungen beseitigt. Interessant ist die Frage, ob die
Absorption des Cotinin-Serums auch mit einer Tyramin-Matrix oder immobilisiertem KLH
(ohne Hapten) erfolgreich gewesen wire. Dies ist zumindest wahrscheinlich, da bei dem hier
untersuchten Pyren-Serum reine Peroxidase, ohne jegliche Kopplung von homologen oder
heterologen Haptenen, ausreichte.
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Die Verwirrung, die auf dem Gebiet der "Briickenantikorper" herrscht, wird noch deutlicher,
wenn man sich eine weitere Arbeit iiber Cotinin-Antikdrper [418] betrachtet, die sich
explizit auf den Artikel von KNIGHT et al. bezieht. Hier wurde das Serum mit vernetztem
BSA absorbiert. Mit dem "homologen" Iod-Tracer wurden enttiuschend unempfindliche
Eichkurven fiir Cotinin erhalten. Dagegen wurde das homologe Hapten gut erkannt. Kurzin-
kubation fiihrte zu einer Verbesserung, die jedoch aus technischen Griinden nicht genutzt
werden konnte. Die Synthese eines heterologen Iod-Tracers fiihrte zu einer Verbesserung der
Empfindlichkeit um den Faktor 100. Dies wurde auf die Beseitigung eines Briickenantikor-
per-Problems zuriickgefiihrt. Die Autoren erkannten selbst einen gewissen Widerspruch, ohne
jedoch ihre Interpretation zu iiberdenken: Trotz des heterologen Tracers wird das homologe
Hapten ca. 200fach stirker gebunden als Cotinin (Kreuzreaktion ca. 20.000 %). Dies macht
die Existenz eines Briickenproblems sehr unwahrscheinlich. In diesem Fall scheint es sich
viel eher um den iiblichen Effekt durch schwach bindende Tracer zu handeln. Eine vergleich-
bare Verbesserung hitte man vermutlich auch durch eine sinnvolle Verdiinnung des Tracers
erhalten.

Interessanterweise ist die Methode durch immobilisierte Haptene oder Antigene Seren zu
reinigen und deren Charakteristik zu verandern schon ziemlich alt. LANDSTEINER und VAN
DER SCHEER [10] zeigten im Jahr 1936, daB durch "Absorption" von Seren mit immobilisier-
ten Phenylderivaten die Kreuzreaktionen stark veranderbar sind. Sie schlossen aus diesen und
dhnlichen Experimenten [419] vollig richtig, daB Antiseren polyklonaler Natur sein
miissen.

2.4  Verunreinigungen des Tracers

Im Bezug auf Enzymtracer konnte an einem sehr instruktiven Beispiel gezeigt werden,
welchen Einflu$ Verunreinigungen, insbesondere des Haptens, haben konnen. Der polyklona-
le Antikorper C10, der bevorzugt desalkylierte Triazine bindet, benétigt auch einen ent-
sprechenden Tracer. Hierzu wurde das homologe Hapten H/Cl/C6 synthetisiert. Dies war
jedoch nicht ohne Hindernisse zu erreichen, da Ammoniak iiblicherweise nur in wassriger
Form gehandhabt wird. Aus diesem Grund wurde die Substitutionsreihenfolge umgekehrt,
d.h. zuerst sollte der Spacer angebracht, dann die Aminogruppe eingefiihrt werden. Diese
Strategie hat sich als ungeeignet herausgestellt, da die Triazincarbonsiure sofort in die
(alkalische) wissrige Phase iibergeht und dort eine Zweitsubstitution nur schwer verhindert
werden kann. Daher féllt als Produkt vorwiegend C6/Cl/C6 an. Auch bei modifizierten
Syntheseschritten ist es nicht einfach, ein ausreichend reines Produkt zu erhalten. Es wurde
nun mit diesem C6/Cl/C6-Hapten, das eigentlich nur geringe Ahnlichkeit zum Immunogen
hat, ein Peroxidase-Tracer hergestellt. In Abb. 85 werden drei Tracer gegeniibergestellt, der
homologe H/Cl/C6-Tracer, der "Nebenprodukt"-Tracer C6/C1/C6 und der fiir viele Atrazin-
Antikorper niitzliche i-Pr/Cl/C6-Tracer.
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Abb. 85: Vergleich von Desalkyltracern. Antikdrper: C10 1:10.000, 5 h, 200 pL, RT, Vorinkubation
30 min, 200 pL, Tracer: H/CI/C6, 1:20.000, C6/Cl/C6, 1:20.000, i-Pr/Cl/C6 1:20.000, 10 min,
100 pL, Entwicklung 10 min.

Der Atrazin-Tracer verhilt sich so wie man es erwarten wiirde: Er wird von den Antikdrpern
kaum gebunden. Die Alkylgruppe ist viel zu groB, um in die Bindungsstelle zu passen. Der
homologe Tracer ergibt eine schone Eichkurve. Vollig aus dem Rahmen fillt der Tracer, der
mit Hilfe des Nebenprodukts erzeugt wurde. Er bindet an den Antikdrpern extrem stark,
ohne jedoch eine brauchbare Eichkurve zu ergeben. Dies ist vielleicht der erste direkte
Nachweis eines "Briicken-Antikorpers", jedoch nicht im iiblichen Sinn. Diese "Briicken-
antikorper" entsprechen wahrscheinlich Antikérpern gegen Verunreinigungen, vermutlich
schon im Hapten des Immunogens.

Weitere Experimente konnten diese Interpretation wesentlich erhdrten. Es wurden Enzym-
tracer aus unterschiedlich stark gereinigten Hapten-Fraktionen hergestellt. Die Abstufungen
der Reinheit wurden durch einfaches oder doppeltes Umkristallisieren erhalten. In Abb. 86
sind die resultierenden Eichkurven dargestellt. Nur das hochgereinigte Produkt ergibt eine
optimale Kurve. Auch geringe Mengen von Synthese-Nebenprodukten fiihren zu starken
Empfindlichkeitseinbuien. Die dann erhaltenen ungiinstigen Eichkurven wiirden vom unvor-
eingenommenen Betrachter leicht als Spacer Recognition des homologen Haptens inter-
pretiert. Genau das Gegenteil ist richtig. Der reine homologe Tracer ergibt einen hervor-
ragenden Test. Erst ("heterologe") Verunreinigungen verursachen die Verschlechterung.
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Abb. 86: Effekt der Aufreinigung des Haptens fiir die Tracer-Synthese. Antikorper: C10 1:20.000,
ca. 18 h, 200 pL, 4 °C, Vorinkubation 10 min, 200 pL, Tracer: H/CI/C6 (mehrfach gereinigtes
Hapten), 1:100.000, H/CI/C6 (einfach gereinigt), 1:40.000, H/CI/C6 (roh) 1:40.000, 15 min, 100 pL,
Entwicklung 12 min, 5 min, 5 min.

2.5  SchlubBfolgerungen

Man sollte zwei grundsitzlich verschiedene Typen von "Briickenantikdrpern" unterscheiden.
Hier sollen sie "Briickenantikdrper” erster Art und zweiter Art genannt werden, obwohl die
letzteren ihren Namen eigentlich zu Unrecht tragen.

Briickenantikorper erster Art sind Antikorper, die tatsichlich die Briicke, d.h. den Spacer
zwischen Hapten und Protein erkennen. Diese Antikdrper haben offensichtlich keine unge-
wohnlich negativen Eigenschaften. Im Gegenteil, Briickenantikorper erster Art scheinen hohe
Affinititen auch zum Analyten aufzuweisen und sollten daher sogar gezielt hergestellt
werden.

Briickenantikérper zweiter Art verhalten sich vollig anders. Sie verursachen flache Eichkur-
ven mit oft hoher "unspezifischer" Bindung. Es spricht viel dafiir, daB diese Antikdrper nicht
das geringste mit Briicken, Spacern oder dhnlichem zu tun haben und insofern am ehesten
in die Kategorie "Artefakt" gehoren.

Die Tatsache, daB "Briickenantikdrper" ein in der Praxis tatsichlich oft auftretendes Problem
sind, unterstreicht die Wichtigkeit einer genauen Analyse. Da die Bindung eines Tracers bei
Briickenantikorpern zweiter Art auch durch beliebig hohe Analytkonzentrationen nicht
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inhibiert werden kann, so kann man erwarten, das dieses Phidnomen nur bei polyklonalen
Antikorpern auftritt. Dies entspricht auch der Beobachtung in dieser Arbeit. Folglich miissen
mehrere AntikOrperfraktionen beteiligt sein. Im Gegensatz zu der im Namen des Phinomens
implizierten Kausalitit, scheinen eher Verunreinigungen des Haptens bzw. des Serums
entscheidend am Auftreten von "Bridge Recognition" beteiligt zu sein. Durch wirksame
Reinigungsprozeduren konnten alle negativen Effekte vollig beseitigt werden. Der erfolg-
reiche Einsatz von heterologen Tracern kann moglicherweise auf die synthesebedingten
Unterschiede in den Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden. Immunogen und Tracer
enthalten dann unterschiedliche Verunreinigungen, die nicht mehr interferieren. "Bridge
Recognition" (zweiter Art) konnte man dann weitgehend mit "Shared Reactivity"
(BERZOFSKY und SCHECHTER [299]) gleichsetzen.

Ein weiterer Mechanismus des Heterologie-Prinzips konnte nachgewiesen werden. So wurden
weitgehend alle erfolgreichen Heterologie-Experimente bei konstanten Tracer-Konzentratio-
nen durchgefiihrt. Es logisch, daf stark bindende (z.B. homologe) Tracer das Vorgleichge-
wicht stark storen und somit eine Verschlechterung des Testmittelpunkts verursachen. Dieses
Problem 148t sich aber extrem einfach 16sen: Es ist nur notwendig fiir jeden neuen Tracer
eine optimale Konzentration zu finden. In diesem Fall sind stark bindende Tracer den
schwach bindenden ebenbiirtig. Eine einfache Uberlegung ausgehend von der vereinfachten
Vorstellung eines Antikorper-Tracer-Gleichgewichts zeigt, daB nicht die Tracerkonzentration,
sondern das Produkt aus Affinititskonstante und Konzentration konstant gehalten werden
muB. In einer komplexeren Simulation konnte gezeigt werden, daB schwach bindende Tracer
sogar Nachteile mit sich bringen, die mit der unerwiinschten Dissoziation im Waschschritt
zusammenhingen.

Bei monoklonalen Antikdrpern scheint es auszureichen, einen geniigend stark bindenden
Tracer herzustellen. Das geeignete Hapten kann z.B. durch Kreuzreaktionsexperimente
ermittelt werden. Haufig reicht auch einfach die Verwendung des homologen Haptens aus.
Bei polyklonalen Antikérpern kann es dhnlich sein, muf es aber nicht. Dies hingt damit
zusammen, daB durch unterschiedliche Tracerstrukturen unterschiedliche Antikorperfraktionen
angesprochen werden konnen. Es ist klar, daf§ durch einen tracerbedingten Fraktionswechsel
simtliche Parameter, wie Empfindlichkeit, Kreuzreaktionen und Titer verindert werden. Es
handelt sich dann um prinzipiell unabhingige Tests. Diese Variationen konnten bei monoklo-
nalen Antikérpern erwartungsgemif nicht gefunden werden.

Zwar wurde kiirzlich ein EinfluB zahlreicher Parameter wie Spacerlange, Enzym, Coating-
prozedur und Haptenstruktur auf die Empfindlichkeit eines Atrazin-ELISAs basierend auf
einem monoklonalen Antikdrper postuliert [207]. Die Ergebnisse kénnen jedoch allesamt als
Artefakt der Tracer- bzw. Antikorperverdiinnung angesehen werden. So ist immer diejenige
Testkonfiguration tberlegen, die (zufilligerweise ?) die niedrigste Tracerkonzentration
aufweist.
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Besonderer Erkliarungsbedarf besteht im Bereich der indirekten ELISAs, da hier fast bei
jedem Test unglaubliche Mengen an "Briickenantikérpern” auftreten sollen. Die tatsichlich
existierenden Probleme konnen oft durch die Anwendung heterologer Antigene behoben
werden, was die obige Annahme scheinbar stiitzt [420][281]. Es ist jedoch unglaubhaft,
daB eher kleine, strukturell unauffallige Strukturen, wie sie die meisten Spacer darstellen,
solch pathologisch starke Immunantworten auslosen und dabei noch Antikérper hervorrufen
sollen, die extrem hohe Affinititen aufweisen. Viel eher erscheinen die in diesem Kapitel
aufgefilhrten Ursachen bei indirekten ELISAs verstirkt aufzutreten. Die grundlegende
Ursache dieser negativen Effekte ist die Multivalenz der immobilisierten Antigene, die
abgeschwicht auch bei Enzymen wie der Alkalischen Phosphatase auftritt. Auf diese Weise
werden stark bindende (z.B. homologe) Haptene extrem stark gebunden. Dies fiihrt zu einer
ungeniigenden Kompetition des Analyten. Zudem wirken sich hier Verunreinigungen aus dem
gleichen Grund viel stirker aus. Sie induzieren Antikdrper, die logischerweise den Analyten
oft {iberhaupt nicht, dafiir die "homologe" Verunreinigung hervorragend binden. Folglich
kann auch keine Kompetition mit dem eigentlichen Analyten auftreten.

Eine weitere Quelle von vermeintlichen "Briickenantikorpern” diirfte die Anwendung von
falschen Haptenen zur Immunisierung sein. Denn stellt man sich eine vollig unédhnliche
Struktur von immunogenem Hapten und Analyt vor, so entstehen nur Antikorper gegen das
strukturell falsche Hapten. Bei einem indirekten Immunoassay wiirde man eine starke
Bindung der Antikorper an das homologe (falsche) Konjugat feststellen, die durch den
Analyten in keiner Weise inhibierbar wird. Hier sollten jedoch auch heterologe Systeme
nichts ausrichten konnen. Dieses Phinomen hat logischerweise auch nichts mit Spacern oder
Briicken zu tun.

Man kann also u.a. folgende MaBnahmen ergreifen, um "Briickenantikdrper" zweiter Art zu
vermeiden: Die Immunisierung sollte so selektiv wie moglich ablaufen, eine unspezifische
Anregung des Immunsystems konnte kontraproduktiv sein. Dann kann das Immunserum
zuerst mit immobilisiertem Carrier absorbiert werden, um gréfiere Mengen irrelevanter
Antikorper zu entfernen. Die storenden "Briickenantikdrper" zweiter Art konnen anschliefend
durch Absorption mit immobilisiertem Marker (Enzym o0.4d.) abgetrennt werden. Antikorper
unerwiinschter Kreuzreaktion konnen durch Absorption mit immobilisiertem kreuzreagieren-
dem Stoff beseitigt werden, sofern mehrere Antikorperfraktionen am Signal beteiligt sind.

Eine in sich geschlossene Interpretation dieser Erkenntnisse konnte man vom allgemeinen
Entropiebegriff ableiten. Sieht man eine analytische Probe als ein Gemisch sehr vieler Stoffe
an, so ist die (Mischungs-)Entropie in diesem System maximal geworden. Will der Analy-
tiker nun diese Mischung in Einzelkomponenten auftrennen, um sie zu quantifizieren, so muf
die Entropie der Probe erniedrigt werden, was ohne Energiezufuhr nicht moglich ist. Diese
Energiezufuhr kann z.B. durch aufwendige Trennprozeduren realisiert werden. Bei immuno-
logischen Tests findet eine Trennung der Komponenten nur implizit statt. Folglich miissen
die Immunreagenzien selbst die notwendige Energie zur Trennung der Probe beinhalten. Bei
dieser Sichtweise kann man erkennen, daB bei immunologischen Tests mindestens ein
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Element vorhanden sein muf}, das eine niedrige Entropie aufweist, d.h. sich in einem
hochreinen Zustand befindet. Sind alle Komponenten zu stark verunreinigt, so ist die Tren-
nung der Probenkomponenten nicht mehr moglich, da Mischungsvorgiange nicht spontan
rickwdrts ablaufen. Etwas verkiirzt konnte man sagen, daB Reagenz-Mischungen fiir die
Analyse von Substanz-Mischungen nicht geeignet sind. Mindestens ein selektives Element ist
unabdingbar.

Zusammenfassend kann man festhalten, daB "Briickenantikdrper" und verwandte Phinomene
wahrscheinlich Artefakte darstellen, die bei monoklonalen Antikdrpern, optimierten Haptenen
und hochgereinigten Reagenzien nicht auftauchen sollten. Bridge Binding muBte bisher als
Sammelbegriff fiir vielerlei Méngel eines Immunoassays herhalten, ohne daB sich der
postulierte Mechanismus auf molekularer Ebene festmachen lieB.

3 Sensitivitiit
3.1  Allgemeines

Sensitivitdt wird hier im Sinne von Testmittelpunkt C der vierparametrigen Gleichung von
RODBARD gebraucht. Nachweisgrenzen im statistischen Sinne hdngen sehr stark vom Ge-
schick des einzelnen Experimentators ab. Diese handwerkliche Komponente kann nur
unvollkommen wissenschaftlich beschrieben werden und wird hier deshalb nicht quantitativ
diskutiert. Es soll damit keineswegs behauptet werden, daf} wissenschaftliche Untersuchungen
keinen Beitrag zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit oder Richtigkeit von Verfahren
liefern konnten. Im Gegenteil, das tiefere Verstindnis iiber die Vorgéinge in einem Immuno-
assay kann sehr viel dazu beitragen, da8 Testverfahren optimiert und problemlos durch-
gefiihrt werden konnen.

Bei Immunoassays ist es wichtig, sich vor der Entwicklung eines Tests Gedanken iiber die
erforderliche Empfindlichkeit zu machen. Denn jede Zehnerpotenz niedrigere Nachweis-
grenze kann erheblichen Aufwand erfordern. Diese Problematik wird dann besonders klar,
wenn man bedenkt, da Immunoassays routinemiBig in einem Konzentrationsbereich von
mg/L bis pg/L eingesetzt werden. Die Anforderungen sind folglich sehr unterschiedlich.

3.2  Verdiinnungsreihen
Diesen Abschnitt hitte man auch "Affinititslimitierung" nennen kdnnen. Prinzipiell geht es
um die Strategie, durch stirkeres Verdiinnen des Tracers bzw. niedrigeren Antikdrper-

Konzentrationen bei kompetitiven Immunoassays die Empfindlichkeit zu steigern.

Es ist offensichtlich, da der Zusatz eines Tracers das Gleichgewicht zwischen Analyt und
Antikorper stort. Und zwar geschieht dies grundsitzlich in der Richtung, die eine Ver-
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schlechterung der Empfindlichkeit nach sich zieht. Auch der Umkehrschluf} ist in Grenzen
erlaubt: So stort der Tracer das Gleichgewicht umso weniger, je weniger Tracer anwesend
ist. Problematisch wird es ab dem Punkt, an dem man annimmt, die Empfindlichkeit lieBe
sich auf diese Weise beliebig steigern, hdtte man nur einen hoch verdiinnbaren (extrem
sensitiv nachweisbaren) Tracer. Dies ist bei kompetitiven Immunoassays nicht der Fall. Man
kann sich das z.B. so klar machen, daB ein Gleichgewicht durch sehr geringe Tracerkonzen-
trationen nur noch unmefibar gestdrt wird. Verringert man nun die Tracerkonzentration
weiter, so stort man das Gleichgewicht nur noch "unmefibarer".

Dieser Effekt tritt bei unzahligen Immunoassays in unangenehmer Weise auf, in dem er viele
Optimierungsversuche zum Scheitern bringt. So ist es lange bekannt, daB die Verwendung
von prinzipiell z.B. 10-1000fach empfindlicher nachweisbaren Fluoreszenzsubstraten bei den
meisten ELISAs nur eine Verbesserung zwischen dem Faktor 2 und 10 einbringen [35],
wodurch sich der hohe Meflaufwand nur selten rechtfertigt. Sorgfaltig durchgefiihrte Experi-
mente bestitigen immer wieder, da der Wechsel von z.B. chromogenen zu fluorogenen
Substraten sogar identische Eichkurven ergeben kann [421][422].

Gelegentlich werden Ergebnisse publiziert, die Vorteile von fluorogenen Substraten aufzeigen
sollen. In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit [423] sind die Schwachstellen der Argu-
mentation jedoch so offensichtlich, daB sie kurz erldutert werden sollen. Auch kommerzielle
Motivationen konnten hier eine Rolle spielen: Die Autoren sind wohl nicht ganz zufdllig beim
Hersteller des empfohlenen fluorogenen Substrats beschiftigt. Interessanterweise haben sich
die Autoren auch noch einen Hapten-Immunoassay fiir 2,4-Dinitrophenol ausgesucht, bei dem
die Vorteile von empfindlichen Substraten aus Affinititsgriinden besonders wenig zum Tragen
kommt. So werden zwei Eichkurven dargestellt, die mit unterschiedlichen Bedingungen
erhalten wurden. Die Kurve des fluorogenen Substrats wurde mit einer Antigenverdiinnung
(immobilisiert) von 1:1000 gewonnen, die Kurve des chromogenen Substrats mit einer
Verdiinnung von 1:100, was aus den oben beschriebenen Griinden zu einer Empfindlichkeits-
einbuBle fiihrt. Es wurde als Grund angegeben, die Absorption des chromogenen Substrats
hatte bei einer Verdiinnung von 1:1000 nicht ausgereicht. Nach den publizierten Daten wurde
jedoch schon nach 4 min eine Absorption von ca. 0.7 gemessen (Verdiinnung 1:100). Geht
man naherungsweise von einem linearen Zusammenhang zwischen Absorption und Konjugat-
Konzentration aus, so kénnte man mit 40 min Entwicklungszeit (iiblich sind bei AP 1-6 h)
auch bei einer Verdiinnung von 1:1000 eine Absorption von 0.7 erreichen. Damit wire
hochstwahrscheinlich jegliche Empfindlichkeitssteigerung hinfillig. Bestenfalls kann eine
Verkiirzung der Entwicklungszeit positiv verbucht werden, die jedoch durch die aufwendigere
Handhabung und Messung bei fluorogenen Substraten stark relativiert wird.

Da man nur selten den direkten Nachweis erbringen kann, daB "Verbesserungen" z.B. durch
eine fehlerhafte Interpretation nicht signifikanter Ergebnisse entstanden sind, ist es inter-
essant, Verdiinnungsreihen in einem groBen Konzentrationsbereich durch Computersimulation
Zu untersuchen.
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In Abb. 87 werden simulierte Eichkurven bei variierter Tracerkonzentration dargestellt. Bei
hohen Tracerkonzentrationen tritt der erhoffte Effekt auf: Die Empfindlichkeit nimmt zu. Bei
einer Tracerkonzentration von < 10" mol/L sinkt das Signal jedoch sehr schnell ab, was die
Nachweisgrenze beeintréchtigt.

3E-31¢

107 [mol/LJ
Tracer

2E—-3

1E-3

gebundener Tracer [fmol/L]

S f—8—n s B

1E-5 1E-4

" 1E-9 1E-8 1E-7 1E-6
Atrazin [mol/L]

Abb. 87: Verdiinnungsreihe Tracer (Eichkurven-Simulation). Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement:
0.025 s, [Y],=10"* mol/L, Tracer: k;=10" Limols, k ;=107 1/s, Analyt: k,=10" L/mols,
k,=10" 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis =18 min.
Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.

Noch besser erkennt man den affinititslimitierten Bereich, wenn man den Testmittelpunkt
gegen die Tracerkonzentration auftragt (Abb. 88). Hier entspricht der "Knick" der Kurve
dem Ubergang vom konzentrations- zum affinititslimitierten Bereich. Es ist gut erkennbar,
daB ab 1019 mol/L auch Tracerverdiinnungen um den Faktor 1000 (oder mehr) keinen
sichtbaren Effekt auf den Testmittelpunkt haben. Man erkennt auch, da der minimale
Testmittelpunkt in der Ndhe von 1/K liegt. Die Gleichgewichtskonstante war hier zu
10® L/mol gewihlt worden. Die geringe Abweichung von 1078 ist auf die noch notwendige
Volumenkorrektur zuriickzufiihren. Auch aus den Uberlegungen zur Messung der Gleichge-
wichtskonstante kann man schluBfolgern, da der (korrigierte) Testmittelpunkt nie den
Kehrwert der Affinitdtskonstante unterschreiten kann. Katalysatoren konnen bekanntlich Ge-
schwindigkeitskonstanten beeinflussen, die thermodynamisch definierte Gleichgewichts-
konstante kann jedoch nicht verdndert werden. Deshalb ist es unter den gegebenen Rand-
bedingungen nicht moglich, das Gleichgewicht in die gewiinschte Richtung zu verschieben.
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Abb. 88: Verdiinnungsreihe Tracer, Testmittelpunkt (Simulation). (Bedingungen siehe Abb. 87)

1E-147
1E—15:
1E—16-§
1E—17~;

1E-18]

Signalhthe A-D [mol/L]

.~ 1E-193

1E—20]
1E-14  1E-12  1E-10 1E-8
Tracer [mol/L]

1E-6

Abb. 89: Verdiinnungsreihe Tracer, Signalhohe (Simulation). (Bedingungen siehe Abb. 87)

Es ist nicht einmal so, da sich extreme Tracerverdiinnungen "testneutral" verhalten. In
Abb. 89 erkennt man, daB gleichfalls am Ubergang des konzentrations- zum affinitétslimitier-
ten Bereich eine deutliche Verinderung des Verhaltens beziiglich der SignalhGhe auftritt. So
muB man im affinititslimitierten Bereich durch eine Verdiinnung des Tracers um den Faktor
10 eine SignaleinbuBie um den Faktor 10 hinnehmen. Da dies nicht mit einer Steigerung der
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Empfindlichkeit einher geht, sind Verdiinnungen in diesem Bereich vollig kontraproduktiv.
Die Kurve in Abb. 89 zeigt auch, daB es ein ganz einfaches Indiz zur Erkennung von
Affinititslimitierungen gibt: Beginnt das Signal bei der Verdiinnung des Tracers stark
abzusinken (linear im Log/Log-Plot), so hat man den affinititslimitierten Bereich erreicht.
Jede weitere Optimierung an diesem Antikdrper ist dann iiberfliissig.

Analoge Uberlegungen lassen sich im Bezug auf die Antikrper-Konzentration anstellen. Hier
ist es aber nicht die Stérung des Vorgleichgewichts, das die "Affinititslimitierung" definiert.
Der Antikorper ist ja von vorneherein integraler Teil des Vorgleichgewichts.

Es gilt jedoch im Vorgleichgewicht mit x als Reaktionslaufzahl:

R s x
[A1Y]  ([4,]-x)[¥,]-x)

Bei niedrigen Konzentrationen ist x klein (geringer Umsatz) und es gelten die Randbedingun-
gen:

x<[Y], und x < [A], (Gl. 52)

Daraus leitet sich folgender vereinfachter Zusammenhang ab:

K = b4 ~ X
([A()] —x)([Yo] "X) [A0][Yo]

(Gl. 53)

Da bei einem Immunoassay das Verhiltnis der besetzten zu den insgesamt verfiigbaren
Bindungsstellen interessiert, formuliert man den Quotienten

Anteil,,, = f;-—] = K[A,] (GL. 54)
) 0

Das bedeutet, daB bei niedrigen Konzentrationen der Anteil der besetzten Bindungsstellen
unabhingig von der Konzentration der Antikorper wird. Auch bei Antikdrperverdiinnungs-
reihen ist also das Auftreten einer affinitdtslimitierten Region zu erwarten.

Ein moglicher Einwand gegen die obige Herleitung kdnnten die gemachten Randbedingungen
sein. Daher wurde zusitzlich eine Simulation ohne obige einschrinkende Annahmen durch-
gefiihrt (Abb. 90). Es zeigt sich eindeutig, daB die obigen Annahmen giiltig waren. Bei
niedrigen Antikorper-Konzentrationen ergibt sich ein konstanter Testmittelpunkt. Zu hohen
Antikoérperkonzentrationen steigt der 50%-Wert proportional an. An Abb. 90 ist auch sehr
anschaulich zu erkennen, welchen EinfluB die Tracerkonzentration hat. Es muf} eine so
niedrige Konzentration verwendet werden, daf} keine nennenswerte Storung des Vorgleichge-
wichts eintritt. Gleichfalls ist gut zu sehen, daB eine weitere Absenkung der Tracerkonzen-
tration keine sinnvolle MaBnahme darstellt, da der Testmittelpunkt sich asymptotisch einem
Grenzwert anndhert.



IV. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 179

1E-7-
1E—85

1E-9+

Testmittelpunkt C [mol/L)

1E-105

10—11
1E-13 1E-12 1E-11 1E-10 1E-9 1E-8
Antikérper [mol/L]

Abb. 90: Verdiinnungsreihe Antikorper (Simulation). Testmittelpunkt gegen Antikdrperkonzentration.
Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.025 s, Tracer: k;=4-10" L/mol's, k ;=4-10* 1/s, Analyt:
k2=8-107 L/mol-s, k_,=5-10" 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min
bis t=18 min. Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.

33 Inkubationszeiten

Neben den Autoren, die kinetische Effekte weitgehend ignorieren, gibt es doch einige, die
sich mit dem EinfluB der Inkubationszeit auf Immunoassays beschiftigt haben [424]. In-
teressanterweise sind die Resultate und die daraus abgeleiteten Empfehlungen ziemlich
heterogen. So empfehlen VINING et al. [425] Gleichgewichtsbedingungen, da Kurzinkuba-
tion zu einem Ansteigen der Kreuzreaktionen fiihre. Da sich die Assoziationskonstanten nur
unwesentlich unterscheiden, liege die ganze Differenzierung (Selektivitit) in der Dissozia-
tionskonstante. Es wird ausdriicklich davor gewarnt, sequentielle Inkubationsmodelle zu
verwenden. Dagegen zeigen RODBARD et al. [426] in einer Simulationsstudie die erheb-
lichen Sensitivititsvorteile auf, die durch verspitete Zugabe des markierten Liganden méglich
sind.

Die Ubersichtsartikel von ZETTNER geben einen guten Vergleich zwischen den prinzipiellen
Unterschieden von Gleichgewichtsimmunoassays ("Equilibrium Saturation") [49] und Nicht-
gleichgewichtsassays ("Sequential Saturation") [427] und deren theoretische Behandlung.

PRATT und WOLDRING [428] miinzten den Begriff des "First-come, first-served"-Effekt,
der die Selektivititsnachteile eines sequentiellen Immunoassays umschreibt. BACHAS und
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MEYERHOFF [412] stiitzen diese Hypothese mit theoretischen Uberlegungen. Die Autoren
folgern, daB sequentielle Inmunoassays "weitgehend nichtselektiv"!® seien.

In dieser Arbeit wurden sowohl polyklonale, als auch monoklonale Antikoérper auf ihr
Verhalten gegeniiber variierter Tracerinkubationszeit untersucht [285]. Die Variation der
Vorinkubationszeit stoft auf einige technische Probleme, so da zumindest bei Hapten-
Immunoassays diese Variationsmoglichkeit meist verschlossen bleiben diirfte. Zudem konnte
gezeigt werden, daB sich das Antikdrper/Analyt-Gleichgewicht sehr schnell einstellt und
daher die Vorinkubation unter den hier gewéhlten Bedingungen keinen nennenswerten Einflu§
hat (siehe S. 112).

In Abb. 91 ist der EinfluB einer Verkiirzung der Tracerinkubationszeit dargestellt. Es ist
offensichtlich, daf eine kurze Tracerinkubationszeit eine Verbesserung der Empfindlichkeit
des Tests zur Folge hat. Nachteile im Bereich Reproduzierbarkeit (siche Fehlerbalken) sind
nicht zu erkennen.

Die enorme Ausweitung des Mefbereichs ist in Abb. 92 dargestellt. Eine Tracerinkubation
zwischen 1 min und 40 h ermdglicht es, ohne jede weitere Manipulation des Tests eine
Gesamt-MeBbereich von 5 Dekaden (2 ng/L-200 pg/ L) zu erreichen. Der Testmittelpunkt 148t
sich um den Faktor 600 verschieben.

Es stellt sich nun die Frage, ob dieses Verfahren bei jedem Antikérper angewandt werden
kann, oder ob z.B. monoklonale Antikérper keine Verschiebungen zeigen. Zur Klirung
dieser Frage wurden noch weitere polyklonale und zwei monoklonale Antikdrper untersucht.

Der in Analogie zu C193 (Kaninchen) hergestellte Schaf-Antikorper S84 zeigt gleichfalls eine
ausgepragte Zeitabhangigkeit (Abb. 93). Es scheint sich also nicht um ein isoliertes Phiano-
men eines einzigen Antikdrpers zu handeln. Auch monoklonale Antikorper wie K1F4
(Abb. 94) und Ciba 21-1 (Abb. 95) zeigten eine signifikante Verbesserung des Testmittel-
punkts bei kurzen Inkubationszeiten. Hier ist jedoch zu bemerken, daB der Effekt bei mono-
klonalen Antikérpern wesentlich geringer ausgepragt war und nur bei hohen Tracerkonzen-
trationen beobachtet werden konnte.

Ausgehend von diesen Beobachtungen lassen sich mindestens drei mégliche Mechanismen
postulieren. Zundchst kann es sich um einen Effekt handeln, der durch die Verdringung von
Analyt durch den Tracer verursacht wird. Da der Tracer in der Regel besser gebunden wird
als der Analyt, bindet langfristig immer mehr Tracer. Dieser Weg ins Gleichgewicht diirfte
grundsdtzlich von einem Empfindlichkeitsverlust begleitet werden. Dieser Mechanismus
scheint bei den untersuchten monoklonalen Antikoérpern vorzuherrschen und sollte stark von
der Tracer-Konzentration und der Tracer-Affinitit abhangen.

18 "Unfortunately, it is also shown, that such sequential binding approaches render the
assays essentially nonselective."
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Abb. 91: Variation der Tracerinkubationszeit: polyklonaler Antikorper C193. Antikdrper: C193
1:20.000, 200 pL, 48 h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen, Wasser) 200 pL, 60 min, Tracer:
i-Pr/Cl/C6 1:20.000, 100 uL, Zeit s.o., Entwicklung: 30 min, Mefipunkte: Median von Dreifachbe-
stimmung (n=3), Fehlerbalken: Spannweite (siehe Glossar).
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Abb. 92: Variation der Tracerinkubationszeit (C193): Maximale Verdnderung. Antikdrper: C193

1:20.000, 200 pL, 48 h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen, Wasser) 200 pL, 3 h, Tracer:
i-Pr/Cl/C6 1:20.000 (PBS + 100 mg/L BSA), 100 pL, 1 min bzw. 40 h, Entwicklung: 35 min, (n=1).
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Abb. 93: Variation der Tracerinkubationszeit: Polyklonaler Antikorper S84. Antikdrper: S84 1:20.000,
200 pL, 24 h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen, Wasser) 200 pL, 150 min, Tracer: i-Pr/Cl/C6
1:20.000 (PBS), 100 pL, Zeit s.o., Entwicklung 30 min, (n=3).
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Abb. 94: Variation der Tracerinkubationszeit: Monoklonaler Antikorper K1F4. Antikorper: KI1F4
1:20.000, 200 pL, ca. 18 h, RT, Vorinkubation (Terbuthylazin-Eichlosungen, Wasser) 200 pL, 180 min,
Tracer: t-Bu/Et/C6 1:5.000 (PBS), 100 uyL, Zeit s.o., Entwicklung 30 min, (n=3).
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Abb. 95: Variation der Tracerinkubationszeit: Monoklonaler Antikorper Ciba 21-1. Antikdrper: Ciba
21-1 1:10.000, 200 pL, S h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen, Wasser) 200 pL, 60 min,
Tracer: i-Pr/CIl/C6 1:5.000 (PBS + 1 g/L BSA), 100 uL, Zeit s.o., Entwicklung 30 min, 15 min, 5 min,
(n=3).

Der zweite Mechanismus bezieht sich nicht auf den Tracer, sondern auf den Analyten. Durch
den Vorinkubationsschritt wird ein Vorgleichgewicht eingestellt. Im Moment der Tracer-
zugabe wird dieses Gleichgewicht auch durch Verdiinnung gestdrt. Unabhédngig von Art und
Konzentration des Tracers beginnt das Hapten teilweise abzudissoziieren um sich dem neuen
Gleichgewicht anzundhern. Dieser Verdiinnungsfaktor kann je nach Testdesign typischerweise
0.25-0.75 ausmachen. Bei einem schnellen Test (relativ zur der Dissoziationskonstante des
Haptens k) kann ein Teil dieses Faktors genutzt werden, bei einem langsamen Test geht
dieser potentielle Empfindlichkeitsgewinn verloren. Dieser Mechanismus kann nur zusitzlich,
aber nicht ausschliefilich fiir die gefundenen Zeitabhingigkeiten verantwortlich sein, da die
GroBenordnung der potentiellen Verdnderung zu klein und bei den untersuchten Antikérpern
nur bei sehr kurzen Zeiten zu erwarten ist.

Der dritte Mechanismus konnte sich auf die Polyklonalitit von Antiseren beziehen. Binden
niedrigaffine Antikorper Tracermolekiile nicht lange genug, um eine gute Adsorption an der
Platte zu erreichen, so haben die hochaffinen Antikdrper anfangs einen Vorsprung. Sie
wiirden den Testmittelpunkt bestimmen. Spéter jedoch wiirde die schwache Bindung des
Tracers zur Bindung an der Platte ausreichen. Auf diese Weise wiirden andere, hiufigere
Antikorperfraktionen mit geringeren Affinititskonstanten die Oberhand gewinnen. Dies hitte
eine kontinuierliche Verschiebung des Testmittelpunkts zur Folge, wie sie auch beobachtet
wird. Dieser Mechanismus wire relativ langsam und wiirde nur bei polyklonalen Antikérpern
auftreten konnen. Dies steht in gutem Einklang mit den Experimenten. Um die quantitativen
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Verhiltnisse besser zu erkennen, wurden Tests in unterschiedlichen Zeitfenstern der Tracerin-
kubation durchvariiert.
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Abb. 96: Verinderung des Testmittelpunkts C durch Variation der Tracerinkubationszeit (C193),
kurze Zeiten. Antikdrper: C193 1:20.000, 200 pL, ca. 18 h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen,
Wasser) 200 pL, 60 min, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:20.000 (PBS + 4 g/L BSA), 100 pL, Zeit s.o., Entwick-
lung 10 min (n=1).
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Abb. 97: Verinderung des Testmittelpunkts C durch Variation der Tracerinkubationszeit (C193),
lange Zeiten. Antikorper: C193 1:20.000, 200 pL, ca. 18 h, RT, Vorinkubation (Atrazin-Eichldsungen,
Wasser) 200 pL, 60 min, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:20.000 (PBS + 4 g/L BSA), 100 pL, Zeit s.o., Entwick-
lung 15 min (n=1).
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In Abb. 96 wird das Verhalten des Antikérpers C193 in einem Zeitfenster von 1 bis 12 min
gezeigt. Es scheint sich um einen asymptotischen Verlauf zu handeln, der auch leicht
erklarbar ist. Unabhdngig von genauen Mechanismus der Verschiebung kann der Testmittel-
punkt kaum unter den Wert sinken, der dem Vorgleichgewicht entspricht. Dies diirfte dem
asymptotisch anndherbaren Wert entsprechen. Bei einem Zeitfenster von 5 bis 60 min
(Abb. 97) wird eine andere Tendenz sichtbar: Es scheint auch eine obere Asymptote zu
existieren. Dies konnte mit dem nach unendlicher Zeit erreichten Gleichgewicht der Gesamt-
mischung korrespondieren. Hoher sollte der Testmittelpunkt nicht ansteigen konnen.

Die Verkiirzung der Tracerinkubationszeit hat selbstverstindlich seine Grenzen. Insbesondere
die Abnahme des Signals (maximale Absorption A) kann limitierend wirken. In Abb. 98 ist
diese Abnahme exemplarisch aufgetragen. Man kann jedoch erkennen, daB es einen Bereich
geringer Signal-Abnahme gibt, den man folglich ohne nennenswerte Einbufien ausschdpfen
kann. Erst bei sehr kurzen Zeiten (bei denen der Testmittelpunkt nicht mehr signifikant
absinkt) geht das Signal stark zuriick. Es erscheint nicht sinnvoll, diesen Bereich zu nutzen.

Schwierig zu erkldren, aber doch einer Erwahnung wert, ist die Beobachtung, daB die
Steigung durch Kurzinkubation beeinflufit werden kann (Abb. 99). So liegt der Steigungs-
faktor B bei normalen Inkubationszeiten ungefihr bei 1. Bei Tracerinkubationszeiten
< 10 min geht B deutlich zuriick. Diese flacheren Eichkurven kdnnen zu einem zusitzlichen
Empfindlichkeitsgewinn fithren, da bei identischen Testmittelpunkten der signifikant von
Nullwert unterscheidbare Bereich bei niedrigeren Konzentrationen liegt. Einen Hinweis zur
Erklarung geben Computersimulationen (Daten nicht dargestellt). So tritt unter bestimmten
Bedingungen ein Wechsel der Limitierungen auf. Bei hohen Analytkonzentrationen ist die
Affinititskonstante (fast gleichbedeutend mit der Dissoziationskonstante) limitierend. Bei
niedrigen Analytkonzentrationen wird die Assoziation des Analyten begrenzend. Im Uber-
gangsbereich treten mehr oder weniger ausgeprigt zwei Wendepunkte auf. Wenn man
Meffehler mit einrechnet, so wird in der Praxis eine Eichkurve mit einer geringen Steigung
erhalten. Dieses Phinomen wird natiirlich bei Anndherung an Quasi-Gleichgewichtsbedingun-
gen immer schwicher. Das bedeutet, da§ bei langen Inkubationszeiten iibliche, bei kurzen
jedoch niedrigere Steigungen beobachtet werden.
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Abb. 98 Verinderung der max. Absorption A durch Variation der Tracerinkubationszeit (C193),
kurze Zeiten. (Bedingungen siehe Abb. 96)
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Abb. 99: Verinderung des Steigungsfaktors B durch Variation der Tracerinkubationszeit (C193),
lange Zeiten. (Bedingungen sieche Abb. 97)
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3.4 Die Verwendung des richtigen Antikorpers

In vielen Experimenten konnte gezeigt werden, wie unerbittlich die Affinititskonstante des
Antikorpers die Nachweisgrenze des Tests bestimmt. So konnte durch Optimierungsverfahren
aller Art nur die durch diese vorgegebene Konstante bestimmte Grenze ausgeschopft, aber
nicht durchbrochen werden. Ein Antikorper mit niedrigen Bindungskonstanten wird bei aller
Miihe keinen empfindlichen Test ergeben. Nun stellt sich insbesondere bei Haptenen die
prinzipielle Frage, wie hoch eine nicht-kovalente Bindung zwischen Hapten und “"Kom-
plexbildner" maximal sein kann. Einen guten Anhaltspunkt liefert die bekannte Biotin-Avidin-
Reaktion. Obwohl es nicht garantiert ist, daB von Antikérpern jemals vergleichbare Affini-
tatskonstanten realisiert werden konnen, ist es doch interessant, was mit einem Protein in der
Natur schon verwirklicht wurde. Biotin besitzt eine Molmasse von 244.32, einen pK, von
ca. 3.5 und molekulare Dimensionen von 10.2 x 5.5 A, die aus einer energieminimierten
ALCHEMY-Struktur [429] ermittelt wurden.

Vergleicht man die Werte des Biotin/Avidin-Systems (siehe S. 141) mit den in dieser Arbeit
bestimmten thermodynamischen und kinetischen Konstanten, so zeigen sich interessante
Unterschiede. Untersucht man Atrazin/Antikorper-Komplexe, so bleibt ein Faktor 60.000-
70.000 zum Biotin-Avidin-System, sowohl bezogen auf die Gleichgewichts- als auch die
Dissoziationskonstante. Nimmt man fiir den Vergleich die Carbonséure i-Pr/C1/C6 (Molmasse
301.7), so vermindert sich der Abstand um den Faktor 10. Die SchluBfolgerung liegt nahe:
Von der reinen Wechselwirkung aus gesehen ist eine theoretische Steigerung der Gleichge-
wichtskonstanten um mindestens den Faktor 5000 moglich. Dies wiirde einer Nachweisgrenze
von < 0.1 pg/L entsprechen.

Die Herstellung bzw. die Auswahl des Antikdrpers in Bezug auf Sensitivitit und Selektivitit
wurde an anderer Stellen dieser Arbeit ausfiihrlich beschrieben.

Die Robustheit eines Antikorpers scheint in der Praxis von wachsender Bedeutung. Da sich
die Anwendungsbereiche von immunologischen Methoden laufend ausweiten, werden Anti-
korper auch in Medien eingesetzt, an die frither nicht gedacht wurde. Dies stellt natiirlich
extreme Anforderungen an die Denaturierungsresistenz eines Antikorpers. Zwar ist es in
Einzelfdllen schon gelungen, Antikorper durch spezielle Immobilisierungs- und Vernetzungs-
techniken zu stabilisieren, im Normalfall ist jedoch eher die Suche nach von Natur aus
robusten Antikérpern vorzuziehen.

Die Reinheit einer Antikdrperpraparation, ob monoklonal oder polyklonal, ist ein weiterer
wichtiger Faktor. Sie entscheidet unter anderem, ob mit einem Antikorper direkt eine Mikro-
titerplatte beschichtet werden kann. Andernfalls mufl die etwas aufwendigere Doppelanti-
korpertechnik angewandt werden, bei der die Platten zuerst mit z.B. anti-Maus-IgG-Seren
gecoatet werden. Der Einfachheit (Anwendung) halber mag man daher der hochsten Reinheit
den Vorzug geben. Andererseits gibt es einige Hinweise, dafl hochgereinigte Antikdrper
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relativ instabil sind und schnell an Aktivitdt verlieren konnen. Die anderen Serumproteine
scheinen hier einen Schutz zu bewirken.

3.5 Die Verwendung des richtigen Tracers

Die Publikationen zum Thema Tracer im Immunoassay sind Legion. Trotzdem scheint die
Auswahl eines Tracers noch hdufig dem Zufall iiberlassen zu werden. In dieser Arbeit konnte
an verschiedenen Systemen gezeigt werden (z.B. Abb. 44), da bei monoklonalen Anti-
korpern die Empfindlichkeit durch Variation des Tracers nicht nennenswert verandert werden
kann. Voraussetzung ist aber ein ausreichend gut bindender Tracer, dafl ein gut meBbares
Signal erhalten wird. Sensitivitit und sehr wahrscheinlich auch Selektivitit werden bei mono-
klonalen Antikoérpern weitgehendst vom Antikdrper bestimmt.

Vollig anders ist dagegen die Situation bei polyklonalen Antikorpern. Hier hat der Tracer die
wichtige Funktion der Selektion der richtigen Antikdrper-Fraktion. Je nach Tracerstruktur
konnen dann aus einem Serum im Extremfall mehrere niitzliche Immunoassays mit unter-
schiedlicher Sensitivitdt und Selektivitit aufgebaut werden. Es ist sogar denkbar, aus einem
Serum verschiedene Immunoassays gegen vollig unterschiedliche Substanzen herzustellen.
Die Selektivitdt muB der Tracer leisten. Daraus folgt auch die experimentell gut untermauerte
Forderung, daB Tracer fiir polyklonale Antikdrper extrem hohen Reinheitsanforderungen
geniigen miissen. Denn exisitiert in dem verwendeten Serum auch nur eine Spur eines
(hochaffinen) Antikorpers gegen eine an den Tracer konjugierte Verunreinigung, so wird die
Funktionsfahigkeit des gesamten Tests in Frage gestellt.

Folglich ist bei polyklonalen Antikdrpern die Traceroptimierung und Reinigung ein ent-
scheidender Schritt der Testentwicklung. Das sog. Heterologie-Prinzip basiert vermutlich auf
der Selektion unterschiedlicher Antikorperfraktionen, die besser, manchmal auch schlechter
sein konnen, als die urspriinglich verwendete. Zudem ist bei heterologen Tracern die Wahr-
scheinlichkeit geringer, daf bei der Immunisierung anwesende Verunreinigungen auch im
Tracer vorhanden sind.

Haufig wird die Theorie vertreten, der Tracer wiirde durch seine starke Bindung die Test-
empfindlichkeit vermindern. Daher wird die Verwendung von schwach bindenden Tracern
angestrebt. Die erstere Uberlegung ist natiirlich richtig, da durch hochaffine Tracer das
Gleichgewicht stark gestort wird. Die Tatsache, daB auch stark bindende Tracer empfindliche
ELISAs ergeben konnen, hat diese Argumentationskette jedoch in Frage gestellt. Es konnten
Anhinger der gegensitzlichen Ansichten jeweils Beispiele fiir die Richtigkeit ihrer Meinung
vorbringen. In dieser Arbeit konnen keine eindeutigen Hinweise fiir die Richtigkeit der
Theorie der schwach bindenden Tracer préasentiert werden. Da jedoch die kinetischen und
thermodynamischen Daten beziiglich Enzymtracer eher vage sind, kann folglich auch der
Zusammenhang zwischen Affinititskonstante des Tracers und Empfindlichkeit des Tests nur
unscharf erkannt werden.
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Daher ist es vorteilhaft, eine Computersimulation zu Rate zu ziehen. Es zeigte sich, daB
beide Ansichten ihre Berechtigung haben. Fiir die Simulation wurde die Assoziationskon-
stante des Tracers festgehalten, was angesichts der identischen Grofie der Tracer-Derivate
sicherlich gerechtfertigt ist und auch durch diverse Literaturdaten gestiitzt wird. Die Variation
der Gleichgewichtskonstante des Tracers wurde durch Verdnderung der Dissoziationskon-
stante erzeugt. Im ersten Experiment (Abb. 100) wurden Tracer identischer Konzentration
aber unterschiedlicher Gleichgewichtskonstante verglichen. Die Auftragung Testmittelpunkt
gegen Affinititskonstante des Tracers zeigt die erwartete Kurvenform: Tracer niedriger
Affinitit ergeben empfindlichere Eichkurven, als Tracer mit hoher Affinitdt. Der Unterschied
ist zwar nicht groB, aber durchaus relevant fiir die Praxis. Zumindest scheint die Theorie der
schwach bindenden Tracer hiermit eine Bestitigung erfahren zu haben. Betrachtet man nun
aber Abb. 101, in der die Signalh6he aufgetragen wurde, so bekommt das schone Bild einen
Schatten: Die Verbesserung des Testmittelpunkts wird nicht nur mit einer proportionalen
EinbuBe an Signal erkauft, ab einer kritischen Affinititskonstante sinkt die Signalh6he auf
quasi Null ab.

Da in den bisher publizierten Simulationen die Waschschritte (Dissoziation von Komplexen)
ausgeklammert wurden, konnten derartige Effekte nicht beobachtet werden. Der Abbruch des
Signals wird tatsichlich von der Dissoziation wihrend des Waschvorganges verursacht
(Konzentration-Zeit-Diagramm nicht dargestellt). Die fast irreversible Bindung eines Teils
des Tracers an der Mikrotiterplatte (siche Abb. 26) konnte diesen Effekt eventuell etwas
abmildern.
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Abb. 100: Variation der Traceraffinitit (Simulation). Testmittelpunkt liber Affinitdtskonstante des
Tracers, Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.025 s, [Y],=10 12 ol [T]y=10 9 mol/L, Tracer:
k;=10" L/mol's, k_j=variabel, Analyt: k,=10" L/mol's, k ;=107 1/s, Analyrzugabe t=1 min, Tracer-
zugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis t=18 min. Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.
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Abb. 101: Variation der Traceraffinitit (Simulation). Signalhdhe tiber Affinitdtskonstante des Tracers,
Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement: 0.025 s, [Y],=10"2 mol/L, [T],=I10  mol/L, Tracer:
k;=107 L/mol-s, k_j=variabel, Analyt: ky=10’ L/mol's, k_y=10" 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracer-
zugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis t=18 min. Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.

Eine weitere Relativierung erfahrt die Theorie der schwach bindenden Tracer in néchsten
Simulationsexperiment. Hier wurde die identische Variation der Affinititskonstante des
Tracers durchgefiihrt. Zusitzlich wurde parallel die Tracerkonzentration angepafit. Eine
Verzehnfachung der Affinititskonstante wurde mit einem Zehntel der Tracerkonzentration
ausgeglichen. Denn in der Praxis wird man die Tracerkonzentration meistens individuell
optimieren und nicht eine Standardkonzentration verwenden. Der Verlauf des Testmittel-
punkts in Abhdngigkeit von der Tracer-Affinititskonstante (Abb. 102) zeigt eine gegen-
sitzliche Tendenz zur Abb. 100. Hier konnte man eine Theorie der stark bindenden Tracer
aufstellen. Man beachte aber die Skalierung der Ordinate: Der Effekt ist ziemlich gering.
Daher kann fiir praktische Zwecke eine Unabhéngigkeit der Sensitivitit von der Tracer-
affinitét postuliert werden, sofern man die Tracerkonzentration anpabBt.
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Abb. 102: Variation der Traceraffinitit und der Tracerkonzentration (Simulation). Testmittelpunkt
uber Affinitdtskonstante des Tracers und Tracerkonzentration, Gesamtdauer: 18 min, Zeitinkrement:
0.025 s, [Y]y=10"2 mol/L, [T],=variabel, Tracer: k;=10" L/mol's, k j=variabel, Analyt:
k2=107 L/mol-s, k_,=10 1 1/s, Analytzugabe t=1 min, Tracerzugabe t=6 min, Waschen t=16 min bis
t=18 min. Volumen: Analyt 200 pL, Tracer 100 pL.
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Abb. 103: Variation der Traceraffinitit und der Tracerkonzentration (Simulation). (Bedingungen
siehe Abb. 102)
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Einen ausgesprochen interessanten Verlauf zeigt die Signalhdhe (Abb. 103). Bei niedrigen
Affinititen setzt sich das Waschproblem durch: Nach dem Waschen bleiben keine nennens-
werten Mengen an gebundenem Tracer iibrig. Zu héheren Affinititen steigt auch das Signal
stark an, trotz parallel verringerter Konzentration. Nach einem ausgepragten Maximum fallt
die Kurve wieder ab. Hier macht sich die niedrige Tracerkonzentration bemerkbar. Man kann
also zusammenfassend sagen, daBl die Theorie der schwach bindenden Tracer nach den
Ergebnissen der Simulation nur im Bereich der konstanten Tracerkonzentrationen gilt. Pafit
man die Tracerkonzentrationen sinnvoll an, so sind eher stark bindende Tracer von Vorteil,
da sie hohe, von Waschprozeduren weitgehend unbeeintrichtigte Signale bei hoher Sensiti-
vitit ergeben.

RUPPERT [359] zeigte anhand von Triazin-Immunoassays, dafl die Zumischung von Losungs-
mitteln einen starken Einflufl auf den Testmittelpunkt hat. Dies alles deutet darauf hin, daf
die Verwendung von Losungsmitteln die "hydrophobe Wechselwirkung" vermindert und
dadurch die Empfindlichkeit von Immunoassays beeintrachtigt.

Da die "hydrophobe Wechselwirkung" entropiegetrieben ist, war es naheliegend zu ver-
suchen, den Ordnungszustand des Wassers noch zu erhéhen. Das Gegenteil kann mit
Losungsmitteln erreicht werden, die die Wasserstoffbriicken-Bindungen wesentlich ver-
mindern. Wenn man Ladungstriager in Wasser einbringt, so sollte sich durch die dipolare
Natur des Wassers ein hochgeordneter Zustand ausbilden. Salze sind hier gut geeignet, da
sich um jedes Ion eine relativ stabile, polarisierte Wasserhiille bildet. Doch viele Salze haben
sog. chaotrope Eigenschaften, d.h. sie brechen Antigen-Antikdrper-Komplexe auf. Dies ist
in diesem Fall natiirlich unerwiinscht. Ein Salz mit eher proteinstabilisierender Wirkung und
zudem enorm hoher Wasserloslichkeit ist das Ammoniumsulfat [430]-[432]. Es wurde nun
versucht durch Sittigen mit Ammoniumsulfat die Affinititskonstante von Atrazin zu erhdhen.

In Abb. 104 ist klar ersichtlich, daB der erwartete Effekt eingetreten ist. Je hoher die
Ammoniumsulfatkonzentration, umso niedriger wird der Testmittelpunkt. Diese Methode
kann zwar keine GroBenordnungen iiberbriicken, aber eine Verbesserung um den Faktor 3-5
erscheint doch realistisch.

Zusitzlich wurden noch weitere Stoffe auf ihre Wirkung beziiglich des Testmittelpunkts
untersucht (Daten nicht dargestellt). Glycerin (87 %), Tetrabutylammoniumbromid (gesitt.),
Glucose (gesitt.), PEG 20.000 (konz.), K,HPO, (gesitt.) und Na,SO, (gesitt.) hatten nur
einen verschlechternden Effekt, wobei die Signalh6hen teilweise erheblich zuriickgingen. Nur
Ammoniumsulfat zeigte eine Verbesserung der Testmittelpunkte; die Signalhdhen veranderten
sich nicht in problematischer Weise. Dies entspricht in etwa den Ergebnissen von LEVISON
et al. [433], die bei AntikOrper-Antigen-Komplexen (Ovalbumin/anti-Ovalbumin) einen
Zusammenhang zwischen den Hofmeister-Reihen (lyotrope Reihe) und der Gleichgewichts-
konstante (bzw. kinetischen Konstanten) gefunden hatten.
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Abb. 104: EinfluB der Ammoniumsulfat-Konzentration auf den Testmittelpunkt. Antikdrper: KIF4
1:20.000, RT, 48 h, Vorinkubation 100 pL Terbutryn-Eichldsung (Wasser), 100 pL Wasser bzw.
Ammoniumsulfatlosung, 60 min, Tracer: t-Bu/Et/C6 1:20.000, 100 pL, 5 min, Entwicklung 16 min.
Antikérper: Ciba 21-1 1:10.000, RT, ca. 18 h, Vorinkubation 100 pL Atrazin-Eichldsung (Wasser),
100 pL Wasser bzw. Ammoniumsulfatlosung, 90 min, Tracer: i-Pr/Cl/C6 1:10.000, 5 min, Entwicklung
15 min. (Testmittelpunkte angegeben wie gemessen; flir direkte Vergleiche mit anderen Eichkurven
miissen diese Werte korrigiert werden, da nur 100 pL Eichldsung (statt 200 pL) verwendet wurden).

Diese Resultate werden von den Arbeiten von LUCAS et al. [206] partiell gestiitzt. Es wurden
unterschiedliche Salze, wie Calciumchlorid, Ammoniumsulfat, Kaliumchlorid und Natrium-
hydrogenphosphat verglichen. Bei protolysierenden Salzen wird jedoch auch der pH-Wert
beeinfluBt. Es wurde nicht nur bei Ammoniumsulfat, sondern durchwegs ein Trend von
sinkenden Testmittelpunkten bei steigenden Salzkonzentrationen gefunden. Die Erklarung
dieser etwas divergierenden Ergebnisse ist schwierig, da bei nicht vollstindig optimierten
Immunoassays auch Einfliisse z.B. auf die effektive Tracerkonzentration denkbar sind.

3.6 Die Verwendung des richtigen Markers

Obwohl der Marker nur zur "Sichtbarmachung" des immunochemischen Vorgangs dient, ist
seine Auswahl nicht vollig irrelevant. Ausgehend von der molaren Konzentration des Analy-
ten, die man bestimmen mdochte, sollte man als Faustregel ca. drei Dekaden geringere
Konzentrationen des Labels bestimmen konnen. Wenn der Analyt im mg/L-Bereich vorliegt,
ist die Empfindlichkeit des Labels ziemlich unkritisch. Auf S. 17 sind mogliche Marker mit
ihren Nachweisgrenzen aufgelistet. Hier kann man grob abschétzen, welche Label prinzipiell
in Frage kommen. Es muB beachtet werden, daB diese Liste keineswegs den Anspruch auf
Vollstindigkeit stellt, es sollten eher exemplarisch wichtige Vertreter gezeigt werden. Bei der
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Auswahl sollte durchaus auch die Praktikabilitit eine Rolle spielen, denn Immunoassays
miissen verldBlich und unkompliziert funktionieren. Label, die eine komplizierte Handhabung
erfordern (z.B. Radioisotope oder Enzymkaskaden) und/oder aufwendige, teure bzw. lang-
same MefBgerite erfordern, kann man sicher nicht als optimal bezeichnen. Fiir viele Fille ist
auch die Stabilitdt eines Tracers von entscheidender Wichtigkeit. Ein kurzlebiger Tracer kann
die empirische Optimierung eines Immunoassays in kurzer Zeit wertlos machen.

3.7 Verinderungen des Testdesigns

Die Probleme, die bei der Messung der Dissoziationskonstante des Tracers aufgetreten sind,
haben den Wunsch verstirkt, Immunoassays weitgehend in homogener Phase durchzufiihren.
Hier ist nicht mit unspezifischen Adsorptionen an Oberflichen zu rechnen.

In Abb. 105 ist die Terbuthylazin-Eichkurve eines pseudo-homogenen Immunoassays darge-
stellt. Dieses Testdesign wurde m.E. bisher noch nicht verwendet. Man benétigt dazu zwei
Mikrotiterplatten, wobei die eine mit einem Blocking-Reagenz (BSA) vorbehandelt, die
andere mit anti-Maus-IgG-Serum beschichtet wird. Man inkubiert in der Reihenfolge Analyt,
Antikorper, Tracer in der BSA-Platte. Dann wird ein Teil der Mischung mit einer Multi-
kanal-Pipette in die Serum-Platte iibertragen. Erst hier werden die Antikérper immobilisiert.
AnschlieBend kann wie iiblich gewaschen und entwickelt werden. Zur Kontrolle wurde die
BSA-Platte auch entwickelt: Es konnte kein Tracer nachgewiesen werden, was die Effizienz
der Blocking-Prozedur belegt.

Diese Eichkurve ist nicht so empfindlich, wie die durch die iibliche Technik erhaltene. Dies
liegt jedoch an der zu hohen Tracer- und Antikdrperkonzentration. Es gibt Anhaltspunkte
durch Messungen mit hoheren Verdiinnungen (Daten nicht dargestellt), daB eine addquate
Optimierung vergleichbare Empfindlichkeiten ergeben sollte.

Der pseudohomogene Ansatz mag fiir den Routine-Einsatz keine offensichtlichen Vorteile
bieten. Zudem ist ein deutlich erhohter Arbeitsaufwand notwendig. Dieses Experiment soll
aber zeigen, daB es Konfigurationen gibt, die die Vorteile von homogenen Immunoassays mit
den hohen Empfindlichkeiten der heterogenen Tests verbinden.

Der pseudohomogene Immunoassay gibt indirekte Hinweise auf den EinfluB der Diffusion
auf den entsprechenden ELISA. Im (pseudo-)homogenen Fall wire die Diffusion stark
begiinstigt. Die damit eintretende Reaktionslimitierung sollte verbesserte Testempfindlich-
keiten zur Folge haben, was nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 105: Pseudohomogener Enzymimmunoassay. Vorinkubation, BSA-gecoatete Platte, BSA 1:1000,
90 min, RT, Terbuthylazin (Wasser), 100 pL, 15 min, RT, Antikdrper K1F4 1:10.000 (PBS), 100 pL,
1 h, Tracer t-Bu/Et/C6 1: 20.000 (PBS), 100 uL, 1 h, Immobilisierungsplatte: Ziege anti-Maus-IgG
(Sigma) 1:5000, 200 pL, 4 h, Ubertrag von 200 pL aus BSA-Platte, 90 min, Entwicklung 25 min.

3.8  Unspezifische Effekte

Je nach Interpretation konnten die hier aufgefiihrten Experimente sicherlich auch anderen
Abschnitten zugeschlagen werden. Die erste Kurve Abb. 106 betrifft den Einfluf der Viskosi-
tit auf den Testmittelpunkt. Da die Viskositdt nicht quantitativ bestimmt werden konnte,
wurde die Konzentration des Zusatzstoffes Carboxymethylcellulose (CMC) als ungefahres
MaB fiir die Viskositit genommen. In friiheren Versuchen wurde festgestellt, daB CMC
keinen spezifischen Storeinflu auf Triazin-ELISAs ausiibt. Es ist eindeutig, daB héhere
CMC-Konzentrationen zu hoheren Testmittelpunkten fiilhren. Interessant ist die in dieser
Auftragung nicht erkennbare Erhéhung der maximalen Absorption A mit steigender CMC-
Konzentration. Es konnte sich hier um ein Mischproblem handeln. Die Zugabe des Tracers
zur Probe fiihrt ja zu einer Verdiinnung des Tracers auf 33% der Ausgangskonzentration.
Enthalt der Tracer CMC so wird die Durchmischung und Verdiinnung stark verlangsamt, was
eine lokal hohe Tracerkonzentration verursacht. Dies begiinstigt die Tracerbindung erheblich.
Zudem wird Atrazin-Losung partiell verdrangt, was die Kompetition im molekularen Bereich
in Frage stellt. Dies hat wiederum eine Erhohung des Testmittelpunkts zur Folge. Man
konnte daraus schliefen, daB auch bei normalen Immunoassays die Durchmischung von
Probe und Tracer genau iiberpriift werden sollte. Unzureichende oder ungleichmiflige
Durchmischung hiétte gegebenenfalls sogar falsch negative Werte sowie Einbufien in der
Empfindlichkeit zur Folge.
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Abb. 106: Einflup der Viskositit (CMC-Gehalt) auf den Testmittelpunkt. Antikdrper: K1F4 1:20.000,
RT, ca. 18 h, Vorinkubation Terbuthylazin (Wasser) 45 min, 200 pL, Tracer: t-Bu/Et/C6 1:10.000 in
PBS mit CMC-Zusatz, 100 pL, 15 min, 8fach gewaschen, Entwicklung 15 min.

Die Wichtigkeit von Blockingprozeduren wurde wiederholt unterstrichen [434]. Obwohl
bei den in dieser Arbeit beschriebenen Testkonfigurationen in der Regel kein Blocking
vonnéten ist, wurde ein Vergleich zweier Eichkurven mit und ohne Gelatine-Blocking
angestellt (Daten nicht dargestellt). Als Antikorper wurde der monoklonale K1F4, als Tracer
t-Bu/Et/C6 und als Analyt Terbuthylazin verwendet. Weder die Empfindlichkeit noch die
Reproduzierbarkeit lieBen sich signifikant verbessern. Insofern sollte Blocking nicht im
Zentrum des Interesses liegen, so lange man nicht konkrete Hinweise auf unspezifische
Adsorption an der Polystyrolplatte hat. '

3.9 Reinheit der Standards

Ein weitgehend vernachldssigtes Thema ist die Reinheitsproblematik. Oft wird dies als
Spielzeug einiger Genauigkeitsfanatiker angesehen und ohne weitere Konsequenzen ignoriert.
Gerade bei Immunoassays ist diese Frage jedoch von entscheidender Wichtigkeit. Als
Beispiel sei nur die Messung einer Kreuzreaktion von Hydroxyatrazin genannt. Die Reinheit
kduflicher, analytischer Standards im Pestizidbereich reicht ungefahr von 95-99 %. Hat die
Verunreinigung, in diesem Fall z.B. Atrazin (aus dem Hydroxyatrazin gewonnen wird) eine
hohere Kreuzreaktion wie der nominal angegebene Stoff, so kénnen um GréBenordnungen
falsche Ergebnisse resultieren. Es wire also denkbar, daB sich viele Kreuzreaktionen nicht
primdr auf den angegebenen Stoff beziehen, sondern auf die enthaltene(n) Verunreini-

gung(en).
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Genauso wichtig sind Kenntnisse i{iber die Stabilitit von wassrigen Eichlosungen unter
realistischen Laborbedingungen. Triazine sind hier gliicklicherweise weitgehend unkritisch,
dies sollte jedoch keineswegs ungepriift auf andere Stoffe iibertragen werden. In Abb. 107
werden zwei Eichkurven gezeigt, die mit unterschiedlich alten Eichldsungen hergestellt
wurden. Schon nach einer Woche bei Raumtemperatur ist die Konzentration des Analyten auf
héchstens 17 % gefallen. Dies ist ein optimistischer Wert, da die Kreuzreaktionen der
Abbauprodukte nicht beriicksichtigt wurden. Es erscheint vielleicht trivial, aber viele Diffe-
renzen von z.B. Testmittelpunkten konnten auf iiberlagerte Standards zuriickzufiihren sein.
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Abb. 107: Vergleich einer neuen und einer 7 Tage alten Pyreneichreihe. Antikdrper: anti-Pyren Nr.
16.89 (affinitdrsgereinigt), 1:500, 48 h, 200 pL, 4 °C, Vorinkubation 30 min, Eichldsung 7 Tage bei
RT und normaler Beleuchtung in Klarglas, 200 uL, Tracer: Pyrenbuttersdure-POD 1:20.000, 15 min,
100 pL, Emtwicklung 10 min; n=3, Fehlerbalken: Spannweite.

3.10 SchluBifolgerungen

Bei kompetitiven Immunoassays ist die Affinitit des Antikdrpers zum Analyten von hichster
Bedeutung. Es gibt bis heute keine Moglichkeit, ein Manko an dieser Stelle auszugleichen.
Es ist nur moglich und sinnvoll, die potentielle Empfindlichkeit eines Antikdrpers voll
auszuschopfen. Dies kann durch Verdiinnung der Reagenzien, Verlangerung der Vorinku-
bationszeit, Verkiirzung der Tracerinkubationszeit und Auswahl eines geeigneten Testdesigns
geschehen. Es konnen unterschiedliche Optimierungsstrategien zu unterschiedlichen MeBbe-
dingungen fiihren, die trotzdem weitgehend identische Eichkurven liefern.
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4 Selektivitit
4.1 Beeinflussung durch den pH-Wert

Im Verlauf eines ELISAs sind mindestens zwei Proteine am Zustandekommen des analyti-
schen Signals beteiligt: Der Antikdrper und das Markerenzym. Da bekanntlich Proteine
zahlreiche protonierbare Gruppen enthalten, ist die Struktur und der Ladungszustand eines
Proteins stark abhingig vom pH-Wert des umgebenden Puffers. Die strukturellen Anderungen
eines Antikorpermolekiils lassen sich auch heute noch nicht genau analysieren, geschweige
denn prognostizieren. Daher ist der Nutzen solcher Variationen bisher recht begrenzt. Es ist
jedoch bekannt, daB F, -Fragmente (und somit Antikdrperbindungstellen) ihre Konformation
bis pH 2 unverédndert beibehalten konnen [219].

Bei Markerenzymen ist die Situation etwas Ubersichtlicher, da man immer dasselbe Enzym
benutzen und zudem die (evtl. zeitabhidngige) Verdnderung der Enzymaktivitit leicht empi-
risch ermitteln kann.

Noch wenig Aufmerksamkeit ist dagegen dem pH-EinfluB auf Haptene gewidmet worden.
Dies ist umso iiberraschender, da man bei niedermolekularen Substanzen den pK,-Wert oft
sogar in der Literatur findet und folglich die Protonierung bei unterschiedlichen pH-Werten
genau vorhersagen kann. Es wurde abgeschitzt, daB eine einzige geladene Gruppe einen
Gewinn an Bindungsenergie von 15 kJ/mol erbringen kann. Dies entspricht einer Steigerung
der Affinititskonstante (und der Sensitivitit des Tests) um mehr als den Faktor 400 [219].

Als Modellsystem wurde der monoklonale Antikorper K1F4 ausgewahlt, der eine ausgeprégte
Schwachstelle aufweist: So kann dieser Antikorper nicht zwischen Terbuthylazin und Ter-
butryn unterscheiden; die Kreuzreaktionen dieser Substanzen sind gleichermaBen hoch. Da
dieser Antikorper zunehmend in der Praxis zur Bestimmung von Terbuthylazin im Wasser
und im Boden eingesetzt wird, ist die hohe Kreuzreaktion von Terbutryn negativ zu werten.
Giinstigerweise unterscheiden sich Terbuthylazin (pK, 2.0) und Terbutryn (pK, 4.3) recht
deutlich in ihrer Basizitit [435]. Es wurde nun untersucht, ob sich die protonierten
Triazine in ihren Bindungseigenschaften zu K1F4 signifikant von den unprotonierten Spezies
unterscheiden und ob man gegebenenfalls diese Unterschiede analytisch ausnutzen kann.
(Hinweis: Melamin-Derivate (z.B. t-Bu/Et/C6) haben einen pK, von ca. 5.8 [436] und
sind damit noch wesentlich basischer als die Thiomethyltriazin-Gruppe. Dies muf} bei der
Auswahl der Tracer beachtet werden.)

In Vorversuchen (Abb. 108) wurde geklart, in welchem pH-Bereich ein Immunoassay iiber-
haupt durchgefiihrt werden kann. Uberraschenderweise ist dieses pH-Fenster viel groBer als
erwartet: So diirften die Grenzen ungefdhr bei pH 3 im sauren und bei pH 10 im basischen
Bereich liegen, Ausnahmen nicht ausgeschlossen. Hierbei ist zu beachten, daB auch die
Denaturierung eines Proteins ein sowohl zeit- als auch temperaturabhingiger Vorgang ist.
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Abb. 108: Abhingigkeit der Signalhihe vom pH-Wert des Inkubationspuffers. Platte: SLT Chembond
(Oxiran-aktiviert), AK: K1F4 1:10.000 (PBS), 24h, RT, Blocken: 20 g/L Lysin, 24 h, Puffer: 100 pL,
S min, Tracer: i-Pr/Et/3MPS 1:5000 (dest.), oder i-Pr/Et/C6 1:10.000 (dest.), 100 pL, 8 min, Wa-
schen, Him-PBS, 200 pL, 3 min, Entwicklung: 2-15 min, auf 1 min korrigiert. AK: KI1F4 1:20.000
(Coating-Puffer), Standard-Platte, ca. 18 h, RT, Puffer (PBS): 100 pL, 10 min, Tracer: MIXI10
1:10.000 (dest.), 10 min., Entwicklung 3 min, auf 1 min korrigiert.

Eventuell auftretende Aktivititsverluste von Antikdrpern bzw. Tracern miissen durch eine
erhohte Konzentration ausgeglichen werden. Es wurden nun bei 4 verschiedenen pH-Werten
die Kreuzreaktionen von Terbutryn relativ zu Terbuthylazin ermittelt. Erstaunlicherweise 148t
sich die Veranderung der Kreuzreaktion durch eine einfache Theorie richtig prognostizieren:
Man geht davon aus, daB die protonierten Spezies eine zu vernachldssigende Kreuzreaktion
aufweisen, d.h. extrem schlecht binden. Da Terbutryn einen héheren pK,-Wert im Vergleich
zu Terbuthylazin aufweist, wird Terbutryn stirker protoniert, was seine Kreuzreaktion stark
reduziert. Theoretisch ist der Selektivititsgewinn durch den Quotienten der K, -Werte festge-
legt. So kann ein pK,-Unterschied von z.B. einer Einheit die Kreuzreaktion um den Faktor
10 vermindern. In Abb. 109 wurden die Séurebriiche [437] der Analyten gegen den pH-
Wert aufgetragen und der theoretisch zu erwartende Kreuzreaktionsverlauf den Mefwerten
gegeniibergestellt.

Diese Ergebnisse zeigen, daff die Protonierung von Analyten bei Immunoassays eine grofie
Rolle spielen kann. Dies diirfte insbesondere bei Aminen, Carbonsduren (z.B. 2,4,5-T),
Phenolen usw. der Fall sein. Die Verdnderung des pH-Werts bietet sich insbesondere fiir den
Aufbau von mehrdimensionalen immunologischen Analysensystemen (Arrays) an, die noch
wesentlich mehr Information als einzelne Immunoassays zu liefern imstande sind.



200

LOF= =< 5 100
091 ™\ 90 g
N \  Terbutryn \\ |

. 0.8 ‘\\ (protoniert) \\ ! 80 %
'-8 0.71 \ Kreuzreaktion 70 g;)'
= 0.6 \ Terbutryn -60 g
S 05 —  gerechnet -50 B

€ \ a
g 0.4- ‘\ gemessen {40 EB
n 0.31 Terbuthylazin‘\\ _30 g
0.2 (protoniert) ‘\ L 20 f-:;'
0.1 \ L0 S
0 O 1 = t T T " 0 'OQ
1 2 3 4 ) 6 7 8 9 =

pH—Wert

Abb. 109: Kreuzreaktion von Terbutryn in Abhdngigkeit vom pH-Wert. Die Kreuzreaktionen von
Terbutryn und Terbuthylazin bei pH 7.0 wurden jeweils 100% gesetzt. Die gerechnete Kurve entspricht
dem Quotienten (Anteil unprotoniertes Terbutryn)/(Anteil unprotoniertes Terbuthylazin)-100.

Die Variation des pH-Wertes ist nur als ein Beispiel einer "Derivatisierung” des Analyten
anzusehen, die erhebliche Selektivititsverbesserungen ermdglichen kann. So sind sowohl
nicht-kovalente Komplexbildungen (die bei Immunoassays fiir Schwermetalle ausgenutzt
wurden [438]) als auch chemische Umsetzungen denkbar. Hierbei sollte aber im Auge
behalten werden, da Immunoassays von ihrer Natur her schnell und einfach sein sollen -
aufwendige Derivatisierungen widersprechen diesem Prinzip und sind daher meist nicht
sinnvoll.

Interessant ist die Tatsache, daf} die protonierten Triazine eine derart niedrige Kreuzreaktion
aufweisen. Geht man von vorwiegend hydrophoben Wechselwirkungen aus, so ist dieses
Ergebnis eher iiberraschend. Betrachtet man jedoch die Mesomeriestabilisierung der Triazin-
herbizide sowie ihre Tautomere, so ist festzuhalten, daB im Normalfall Rotationsbarrieren
vorhanden sein diirften, die koplanare Konfigurationen begiinstigen miifiten. Im Falle einer
Protonierung von auflien verdndert sich die Situation grundlegend: Es sind keine giinstigen
Grenzstrukturen mehr vorhanden, die einen Doppelbindungscharakter verursachen wiirden.
Es ist also zu erwarten, daB nach einer Protonierung freie Drehbarkeit der Substituenten
eintritt. Die zahlreichen ungiinstigen Konformere konnten daher eine starke Verminderung
der Kreuzreaktion zur Folge haben. Zudem kommt ein "Umpolungseffekt" der Partialla-
dungen, was repulsive elektrostatische Wechselwirkungen verursachen kann.

Vielleicht noch wichtiger ist die Anwendung im Bereich der Immunogensynthese. Bisher
wurde der Protonierungszustand des Analyten im Test weitgehend ignoriert. Es erscheint
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jedoch leicht ersichtlich, daB das Immunogen diesen Protonierungszustand so gut wie irgend
moglich imitieren muf. Strukturpaare wie Carbonsdure/Amid, Amin/Amid, Phenol/Phenol-
ether etc. sind daher meist als nicht addquat anzusehen und fiihren daher fast zwangslaufig
zu unbefriedigenden Ergebnissen.

Auch Tracersynthesen konnen von diesen Erkenntnissen profitieren: Heterologe Tracer, die
sich in jhrem pK, stark vom Immunogen unterscheiden, konnen bei entsprechenden
pH-Werten unerwiinscht niedrige Affinititen aufweisen. Andererseits kdnnte man sich auch
Anwendungen vorstellen, bei denen ein Antikérper/Hapten-Komplex schnell und gezielt
gespalten werden soll. Dies wire in einem geeigneten System durch einen pH-Sprung elegant
zu bewerkstelligen.
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4.2  Beeinflussung durch Inkubationszeiten

In verschiedenen Publikationen (siehe S. 179) wird behauptet, kurze Tracerinkubationszeiten
(sequential incubation) fiihre zu stark erhéhten Kreuzreaktionen. Es wird daher empfohlen,
fiir selektive Tests Gleichgewichtsbedingungen anzuwenden: Jede auch nur geringe Ab-
weichung vom Gleichgewicht hitte verheerende SelektivititseinbuBen zur Folge. Im Zu-
sammenhang mit der Untersuchung von Kurzinkubation fiir die Verbesserung der Sensitivitit
wurden auch einige Kreuzreaktionen vermessen, um diese Hypothesen zu iiberpriifen. Zur
groften Uberraschung konnte in keinem Fall ein signifikanter Anstieg der Kreuzreaktion
nachgewiesen werden (Tabelle 10). Im Gegenteil, die Kreuzreaktionen schienen in einigen
Fillen abgesunken zu sein. Die Erklarung erschien schwierig. Daher wurden Simulationen
unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt (Tabellen 11, 12 und 13).

Tabelle 10: Kreuzreaktionen (C193) bei unterschiedlichen Tracerinkubationszeiten.

Substanz Kreuzreaktion Kreuzreaktion Testmittelpunkt Testmittelpunkt
[%] [%] [mol/L] [mol/L)
(Inkubation 3 min) | (Inkubation 2 h) (Inkubation 3 min) (Inkubation 2 h)
Atrazin 100 100 1.84-10°10 2.95-10°°
Desethylatrazin | 0.28 0.34 6.63-10°8 8.71-1077
Hydroxyatrazin | < 0.004 < 0.06 > 5-10% > 5-100
Terbuthylazin | 3.06" 5.92* 4.84-10° 5.69-10°8
Simazin 2.50* 8.91° 5.92:10° 3.78-10°8
Propazin 47.65" 152.5* 3.10-10°10 2.21-10°
Ametryn 0.55 0.53 3.34-10°8 5.54-1077
i-Pr/Cl/IC6™* 741.6" 927.2* 1.09-10°10 2.93-10°10
i-Pr/Cl/C2** 1.54* 1.31° 3.10-10°8 2.02-1077

Diese Kreuzreaktionen beziehen sich auf die Atrazineichkurve der betreffenden
Mikrotiterplatte und nicht auf die in der ersten Zeile angegebenen Werte.
Die kurze Inkubationszeit betrug hier S min, die lange 60 min.

*
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Tabelle 11: Simulierte Kreuzreaktionen (I).

K [L/mol] CRgG [%]° | CR1go min [%] | CRg min [%] | CR{ min [%] CRy.1 min [%]

107 0.1 0.11 0.12 0.11 0.10

108 1 1.1 1.2 1.1 1.0

10° 10 11.0 12.1 11.3 12.3

1010 100 100 100 100 100

101! 1000 532 356 290 255

1012 10.000 1134 492 347 299

1013 100.000 1430 513 354 305

1014 1.000.000 1492 515 355 305

* Ideal, unter ungestorten Gleichgewichtsbedingungen.

Testdauer: X+8 min, Schrittweite: 0.005 s, [Y]o=10"" mol/L, [T],=10"1" mol/L,
k;= 107 L/mol's, k ;= 10'5, ky= 10® L/mol-s, k_,=variabel, Vorinkubation: 5 min,
Tracerinkubation: variabel, Waschzeit: 2 min.

Die Simulation bestitigte die experimentellen Daten in vollem Umfang. Bei kurzen Inku-
bationszeiten sinkt die Kreuzreaktion (bei CR > 100 %) tatsdchlich ab. Ein "First-come,
first-served"-Effekt konnte hier augenscheinlich nicht nachgewiesen werden. Ein neues
Phinomen wurde bei der Simulation hoher Kreuzreaktionen entdeckt: So kann die Kreuz-
reaktion nur bis zu einem bestimmten Hochstwert ansteigen. Man konnte annehmen, da8 dies
mit der Affinititslimitierung von kompetitiven Tests zu tun hat.

Betrachten wir uns die Situation im Gleichgewichtsfall: Bei niedrigen Affinititskonstanten ist
der Testmittelpunkt vollstindig durch K determiniert. Kleinere Variationen bewirken daher
eine Kreuzreaktion, die mit den Affinititskonstanten konform geht. Bei hohen Affinitéts-
konstanten hingegen miifte mit wesentlich geringeren Tracer- und Antikorperkonzentrationen
gearbeitet werden, um ein affinitdtslimitiertes Regime zu erreichen. Das bedeutet, daB hohe
Affinititskonstanten zu konzentrationslimitiertem Verhalten fiihren. Der Ubergang von einem
Regime ins andere wird auch durch die simulierte Anderung der Steigung der Eichkurven
untermauert. So erhilt man im affinititslimitierten Bereich Steigungen die sehr nahe bei 1
liegen. Kommt man in den konzentrationslimitierten Bereich, so werden die Kurven signifi-
kant steiler (B > 1).

Jetzt stellt sich natiirlich die Frage, was es nun mit dem "First-come, first-served"-Effekt auf
sich hat. Die folgenden beiden Tabellen basieren auf dem identischen Datenmaterial wie
Tabelle 11. Da es willkiirlich und oft zufallig ist, welche Substanz die Kreuzreaktion 100 %
zugeordnet bekommt, werden hier zwei unterschiedliche Fille durchgerechnet. Im ersten Fall
wird die Substanz mit der relativ niedrigen Affinititskonstante 108 L/mol 100 % gesetzt, im
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zweiten Fall die hochaffine Substanz mit K=10'? L/mol. Zugunsten groBerer Ubersicht
werden nur noch drei Inkubationszeiten (100, 10 und 1 min) bei jeweils drei formalen
Kreuzreaktionen (1000, 100 und 10 %) verglichen.

Tabelle 12: Simulierte Kreuzreaktionen (II).

K [L/mol] CRGG [%]" | CR1Go min [%] | CRyo min [%] | CRy pin [%]
107 10 10.2 10.0 10.0

108 100 100 100 100

10° 1000 988 979 1001

* Ideal, unter ungestdrten Gleichgewichtsbedingungen.

Testdauer: X+8 min, Schrittweite: 0.005 s, [Y]y= 10719 mol/L, ["[‘]0=10‘10 mol/L,
k; =107 L/mol-s, k ;=105 1/s, ky=10® L/mol-s, k_,=variabel, Vorinkubation: 5 min,

Tracerinkubation: variabel, Waschzeit: 2 min.

Tabelle 13: Simulierte Kreuzreaktionen (III).

K [L/mol] CRGG [%]" | CRygo min [%] | CRo min [%] | CRy min [%]
101! 10 47.0 72.4 83.4

1012 100 100 100 100

1013 1000 126 104 102

* Ideal, unter ungestorten Gleichgewichtsbedingungen.

Testdauer: X +8 min, Schrittweite: 0.005 s, [Y]o=10"'% mol/L, [T]y=10"'° mol/L,
k; =107 L/mol's, k_; =10 1/s, ko=10® L/mols, k_,=variabel, Vorinkubation: 5 min,
Tracerinkubation: variabel, Waschzeit: 2 min.

Die Interpretation fallt nun relativ leicht: Im affinititslimitierten Bereich (niedrige Affinitits-
konstanten) sind keine signifikanten Verdanderungen durch Kurzinkubation des Tracers zu
erkennen. Dies entspricht weitgehend dem experimentellen Befund. Zudem entsprechen die
Kreuzreaktionen dem Verhéltnis der Affinitdtskonstanten.

Bei hohen Affinititskonstanten hingegegen zeigt sich ein stark verschobenes Bild. Kreuz-
reaktionen < 100 % werden im Nichtgleichgewichtsfall iiberbewertet. Dies entspricht der
Beobachtung des "First-come, first-served"-Effekts. Es ist also zu erwarten, daB diese
Komplikation nur bei Assays auftritt, die mit hochaffinen Antikérpern arbeiten. Dies ist z.B.
bei vielen Protein-Immunoassays der Fall. Andererseits kann man in diesem Fall nicht
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allgemein von einer erhohten Kreuzreaktion sprechen. Bei Kreuzreaktionen > 100 % wird
die Kreuzreaktion bei Kurzinkubation stark unterbewertet. Es zeigen sich Ansitze zu einem
gruppenspezifischen Assay. Bei einer Inkubationszeit von 1 min gehen hier alle Substanzen
mit Affinititskonstanten > 10!! mit rund 100 % Kreuzreaktion in den Test ein.

Nun mufl man sich fragen, welcher Mechanismus diese obere Kreuzreaktionsgrenze ver-
ursacht. Wie schon oben erwdhnt, kommt natiirlich eine Konzentrationslimitierung in Be-
tracht. Doch versucht man auf dem Simulationsweg durch extreme Verdiinnungen von Tracer
und Antikorper einen "idealen" Kreuzreaktionsverlauf zu erhalten, so wird man enttduscht.
Die Eichkurven bleiben weitgehend fest auf einer Stelle, unabhingig von der Affinitits-
konstante des Analyten. Geht man dem Problem auf den Grund, so erkennt man eine inter-
essante Konstellation. Weder die Affinititskonstante, noch irgendeine Konzentration sind hier
verantwortlich. Es handelt sich um eine Assoziationslimitierung.

Da Assoziationsreaktionen oft nach einer Kinetik zweiter Ordnung behandelt werden kénnen,
wird die Assoziationsgeschwindigkeit bei starker Verdiinnung des Analyten entsprechend
abnehmen. Es gilt dann nicht mehr die Annahme, daB in wenigen Minuten das Gleichgewicht
erreicht wird. Ubrigens gilt fiir jede Eichkurve, daB der niedrigste Standard am langsamsten
ins Gleichgewicht geht. Da die Assoziationskonstanten bei immunologischen Reaktionen
Hapten/Antikorper nur sehr wenig variabel sind, wird am Anfang der Reaktion (Kurzinkuba-
tion) der Analyt proportional zu seiner Konzentration gebunden und dies weitgehend un-
abhingig von seiner Affinititskonstante (bzw. Dissoziationskonstante). Dies bedeutet nichts
anderes, als daB die Testmittelpunkte in diesen assoziationslimitierten Bereichen konstant sind
und einen bestimmten Grenzwert nicht iiberschreiten konnen. Eine dhnliche Uberlegung gilt
wahrscheinlich auch im diffusionslimitierten Bereich. Hier ist der Stofftransport direkt
proportional zum Konzentrationsgradienten bzw. mit cy;=0 proportional zur Bulk-Konzen-
tration. Auch in diesem Fall taucht die Affinititskonstante hochstens in einer Randbedingung
auf.

Die Assoziationskonstante des Analyten (Abb. 110) begrenzt die maximale Kreuzreaktion bei
niedrigen Konzentrationen, hohen Affinititskonstanten und relativ kurzen Analyt-Inkuba-
tionszeiten. Dies bedeutet, daB insbesondere grofe Analytmolekiile (z.B. Proteine) gefdhrdet
sind. Da im Gleichgewicht diese Limitierung vollig verschwindet, ist dies wohl der klassische
Fall eines "First-come, first-served"-Effekts. Die gemeinsame Tangente bei niedrigen Affini-
titskonstanten in Abb. 110 entspricht der Kreuzreaktion im Gleichgewicht. In diesem Bereich
gilt (volumenkorrigiert) K=1/C. Zur Steigung B der Eichkurven kann gesagt werden, daB
zwar ein Anstieg zu hohen Affinititskonstanten zu verzeichnen ist, dieser aber unabhingig
von der Assoziationskonstante zu sein scheint.
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Abb. 110: Assoziationslimitierung (Simulation). Testdauer: 18 min, Schrittweite: 0.005 s, [Y],=
107° mol/L, [7]0=10'14 mol/L, k1=107 L/mol-s, k_1=10'5 1/s, k,=siehe Assoziationskonstante,
k_,=variabel, Vorinkubation: 5 min, Tracerinkubation: 10 min, Waschzeit: 2 min.

Jetzt bleibt noch die Frage zu kldren, ob hohe Tracer- bzw. Antikoérper-Konzentrationen
einen dhnlichen Effekt auslosen konnen.

In Abb. 111 ist ein besonders interessantes Phanomen dargestellt. Die Erhdhung der Tracer-
konzentration fiihrt nicht etwa zu einer analogen Konzentrationslimitierung, sondern zu einer
Parallelverschiebung der Kurven. Dies bedeutet, da zwar die Empfindlichkeit des Tests
durch hohe Tracerkonzentrationen leidet, die Kreuzreaktionen dndern sich jedoch kaum. Die
relativen Verhdltnisse bleiben gewahrt. Es ist jedoch zu erkennen, daB eine zusitzliche
Kriimmung bei hoheren Tracerkonzentrationen auftritt, die dazu fiihrt, daf die Assoziations-
limitierung etwas spéter eintritt. Dies ist sehr schliissig zu erkldren, da bei einer Assozia-
tionsreaktion die Erhohung einer Eduktkonzentration zur VergroBerung der Assoziations-
geschwindigkeit fiihrt. Wie in Abb. 110 leicht ersichtlich ist, fiihrt eine Beschleunigung der
Assoziation zu einer Unterdriickung der Assoziationslimitierung bzw. zu einer Parallel-
verschiebung der Kurve nach unten. An der betreffenden Stelle kdnnten sich Kreuzreaktionen
pathologisch verhalten, d.h. die Kreuzreaktion (< 100%) wire kleiner als das Verhiltnis der
Gleichgewichtskonstanten. Wie man in der Néhe der theoretischen Grenze (gestrichelte Linie)
erkennt, verschwindet dieses pathologische Verhalten bei niedrigeren Tracerkonzentrationen.
Was die Eichkurvensteigung B angeht, so ist ein EinfluB der Tracerkonzentration zu erken-
nen. So werden maximale Steigungen bei den hochsten [T],-Werten erhalten.
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Abb. 111: KonzentrationseinfluP des Tracers (Simulation). Testdauer: 18 min, Schrittweite: 0.005 s,
[Y],=0.01-[T], mol/L, [T]y=siehe Graphik, k;=10" L/mol-s, k ;=107 1/s, k,=10® L/mol-s, k_,=varia-
bel, Vorinkubation: 5 min, Tracerinkubation: 10 min, Waschzeit: 2 min.

Diese Uberlegungen zeigen, daB es in diesem Zusammenhang nur eine Methode geben
diirfte, einen echten Summentest zu entwickeln: Man muB den assoziationslimitierten Bereich
bei extrem geringen Reagenzkonzentrationen und kurzen Inkubationszeiten erreichen.

Es muB darauf hingewiesen werden, daB bei den hier diskutierten Problemen die Vorinkuba-
tionszeit und die Tracerinkubationszeit streng unterschieden werden miissen. Die Assozia-
tionskonstante ist in erster Linie limitierend fiir kurze Vorinkubationszeiten. Somit sind kurze
Vorinkubationszeiten eine Voraussetzung fiir das Auftreten des "First-come, first-served"-
Effekts. Nicht kurze Tracerinkubationszeiten verursachen Nichtselektivitit, sondern kurze
Vorinkubationszeiten des Analyten.

4.3  SchluBfolgerungen

Die Selektivitdt eines Immunoassays 148t sich, abgesehen vom Austausch des Antikdrpers,
nur schwer beeinflussen.

Giinstige Ansatzpunkte liefert der pK,-Wert des Analyten bzw. der kreuzreagierenden
Substanzen. Es lieB sich zeigen, daB durch gezielte Protonierung bestimmte stérende Sub-
stanzen weitgehend ausgeschaltet werden kdnnen. Dies ist natiirlich nur in einem begrenzten
pH-Wert-Bereich moglich, der ungeféhr zwischen 3 und 9 liegt.
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Die Inkubationszeit des Tracers hat in dem untersuchten Rahmen keinen nennenswerten
EinfluB auf die Kreuzreaktionen. Dies steht in offenem Widerspruch zu der verbreiteten
Meinung, Kurzinkubationen wiirden allgemein zu EinbuBen der Selektivitit fiilhren. Diese
"First-come, first-served"-Theorie wurde durch Computersimulationen iiberpriift. Es konnte
gezeigt werden, dal der postulierte Verlust an Selektivitit nur unter bestimmten Bedingungen
(hohe Affinititskonstanten und kurze Vorinkubationszeiten des Analyten) auftritt.

Somit 16st sich der scheinbare Widerspruch zwischen den in dieser Arbeit vorgestellten
Messungen und den diskutierten Literaturangaben auf: Differenziert man genau zwischen
Vorinkubation des Analyten und Tracerinkubation, so kann man den Schluf§ ziehen, da zu
kurze Vorinkubationen SelektivitdtseinbuBlen zur Folge haben (Assoziationslimitierung). Dies
ist nicht der Fall bei kurzen Tracerinkubationen.

Berechnungen haben zur Skizzierung eines neuen Testprinzips gefiihrt, die den gefiirchteten
Selektivitatsverlust ausnutzt. So kann man sich "assoziationslimitierte" Tests vorstellen, die
mit kurzen Inkubationszeiten und niedrigen Reagenzkonzentrationen einen idealen Summen-
test ermoglichen wiirden und in Grenzen unabhéngig von den (unterschiedlichen) Affinititen
wiren.

Andererseits konnte gezeigt werden, daB unter Einhaltung bestimmter Randbedingungen die
Kreuzreaktionen auch exakt proportional zu den Affinititskonstanten sein konnen. Dies
bedeutet, daB Kreuzreaktionen durchaus eine kalkulierbare Grofe sind und nicht unberechen-
bar von kleinen Testvariationen abhingen miissen.

5 Herstellung von monoklonalen Antikérpern
5.1 Allgemeines

Da in dieser Arbeit keine systematischen Untersuchungen zur Herstellung von Antikorpern
durchgefiihrt wurden, soll auf die Beschreibung von Immunisierungsverfahren, Zellkulturen,
Produktion und Reinigung von Antikdrpern weitgehend verzichtet werden. Hier sei auf das
umfangreiche Angebot an Standard-Literatur [439]-[443] verwiesen, in dem viele Prozeduren
im Detail beschrieben und diskutiert werden.

Uber die Anwendung des Hybridoma-Verfahrens!® sollten Triazin-selektive Antikdrper
gewonnen werden. Um die Wahrscheinlichkeit eines Erfolges zu erhéhen, wurde ein Carrier
(KLH) angewendet, der 10 verschiedene Triazin-Haptene trigt (siche Experimenteller Teil).
Darunter waren Derivate mit Alkylamino-, Amino-, Hydroxy-, Thiomethyl- und Chlor-

19' Die Immunisierung sowie die mit Zellkulturen verbundenen Schritte wurden von einer
Arbeitsgruppe am NMI (Naturwissenschaftliches und medizinisches Institut, Reut-
lingen) durchgefiihrt.
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Substituenten. Parallel wurde auch ein vollig analoges BSA-Derivat und ein Peroxidase-
Tracer synthetisiert. Da Peroxidase jedoch nur wenige (1-3) Aminogruppen zur Kopplung
zur Verfiigung stellt, kann dieser Tracer auch als Mischung aus verschiedenen Triazin-
Tracern ("MIX10") angesehen werden.

5.2  Screening

Die iibliche Methode des Klone-Screenens [444] besteht darin, Mikrotiterplatten mit
Antigen zu beschichten und die Zellkulturiiberstinde in den Kavititen zu inkubieren. Nach
einem Waschschritt werden gebundene (Maus-) Antikérper mit einem kommerziell erhilt-
lichen anti-(Maus-IgG)-Peroxidase-Konjugat markiert und nach einem weiteren Waschschritt
enzymatisch nachgewiesen. Es zeigte sich sehr bald, da diese Methode nicht geeignet ist,
Antikorper hoher Affinitit mit groBer Selektivitit zu detektieren. Es scheint eher so, dafi
auch sehr schwach bindende Antikorper ein mefibares Signal ergeben. Dies hdngt wahr-
scheinlich damit zusammen, daB bei Antigen-immobilisierten Tests auch bivalente Komplexe
gebildet werden konnen, die eine sehr viel hohere Stabilitit als monovalente Komplexe
aufweisen [445].

Von der Annahme ausgehend, daB gute Antikérper auch einen Enzymtracer gut binden
miissen, wurde eine entscheidend verbesserte Methode entwickelt, positive Klone zu finden.
Man geht prinzipiell von einer klassischen ELISA-Konfiguration aus, wie sie auch dhnlich
zur Messung von Pestiziden verwendet werden kann. Zuerst werden Mikrotiterplatten mit
anti-(Maus-IgG) beschichtet. Dann werden in jede Kavitdt je 100 uL eines Zellkulturiiber-
stands gefiillt. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 2 Stunden wird die Platte gewa-
schen. Gegebenenfalls kann vorher der Platteninhalt fiir weitere Tests mittels einer Mehr-
kanalpipette auf eine neue anti-Maus-Platte iibertragen werden. Die gewaschene Platte wird
mit einer Mischung geeigneter Peroxidase-Tracer inkubiert. In diesem Fall wurde der o.g.
MIX10-Tracer verwendet. Nach z.B. 20 Minuten wird nochmals gewaschen. Die Entwick-
lung wird wie iiblich mit einem Tetramethylbenzidin/H,O,-Substrat durchgefiihrt und nach
einer geeigneten Zeit mit Schwefelsdure abgestoppt. Es zeigte sich, daB diese Methode
wesentlich schirfere Aussagen erlaubt und nur wenige positive Klone detektiert, die durch-
wegs als "interessant" eingestuft werden konnen (siehe auch S. 159 ff.).

Diese Eigenschaft, nur extrem wenige falsch positive Klone zu liefern ist ein entscheidendes
Kriterium fiir ein erfolgreiches Screening-Verfahren. Da die nachfolgenden Zellziichtungs-
prozeduren, sowie die Charakterisierung sehr arbeitsaufwendig sind, ist jeder falsch positive
Klon eine erhebliche Belastung fiir das gesamte Verfahren. Um eine optimale Effizienz zu
erhalten, ist es daher sehr wichtig, die Anzahl der ndher zu untersuchenden Klone klein zu
halten und trotzdem die richtigen Klone zu finden. Dies ist offensichtlich in erster Linie ein
Selektivititsproblem des Screenings.
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In den Balkendiagrammen der Abb. 112 werden die beiden Screeningverfahren direkt
gegeniibergestellt. Um eine weitgehende Kontrolle der Prozedur durchzufiihren, wurden auch
Referenzantikdrper mit bekannten Eigenschaften mitgetestet. Auch hier zeigt sich die Uber-
legenheit des verbesserten Verfahrens: Alle Triazin-Antikorper zeigten ein signifikantes
Signal. Ein Antikorper ("V1"), der zwar Triazinkonjugate binden soll [203], jedoch bei
eingehenden Tests als fiir analytische Zwecke ungeeignet eingestuft wurde, war bei der neuen
Methode vollig negativ, beim iiblichen Suchtest wurde ein Signal von 75% des Maximalwerts
gemessen.

Daf8 wesentlich weniger positive Klone detektiert werden, zeigt die Tabelle 14, die aufge-
schliisselt nach Referenz-Antikdrpern und Screening-Klonen die beiden Methoden gegeniiber-
stellt. Die herkommliche Methode klassifiziert fast 10mal mehr Antikorper als positiv
(31 %), was zu einer totalen Uberschwemmung mit falsch positiven Klonen fiihrt.

Tabelle 14: "Klon-Statistik".

Gesamt- | Herkdmmliche Methode | Verbesserte Methode
Anzahl | (positive Klone) (positive Klone)
Anzahl % Anzahl %
positive Referenz-Klone | 6 6 100 6 100
negative Referenz-Klone | 1 1 100 0 0
Nullprobe 1 0 0 0 0
Screening-Klone 84 26 31 3 4

Die klassische Methode der Antigen-Immobilisierung erscheint im Falle des Klone-Screenings
fir die Herstellung von monoklonalen Hapten-Antikdrpern ungeeignet oder zumindest
ineffizient. Zur Selektion von triazinbindenden Antikérpern hat sich die hier vorgestellte, auf
immobilisierten Antikdrpern basierende Methode sehr gut bewidhrt. Eine vergleichbare
Beobachtung wurde von WEILER [231] gemacht, der jedoch u.a. zur Vermeidung von
"Briickenantikorpern” einen Tritium-RIA als ideale Screening-Methode empfiehlt.
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Abb. 112: Vergleich Antikirperscreening mit Antigen/Antikorper-Immobilisierung. Antigen-1.: BSA-
MIXI10-Konjugat 1:1000, 24 h, getrocknet, 100 pL Uberstand oder Referenz-AK 1:100 in PBS, 20 h,
4°C, 8fach gewaschen, 200 uL POD-(Ziege)-anti-(Maus-IgG)-Konjugat 1:2000 in PBS (+1% BSA),
3 h, RT, Entw. 2 min.; Antikorper-1: Ziege-anti-(Maus-IgG) 1:5000, 4 d, RT, getrocknet, 200 pL
Uberstand oder Referenz-AK 1:400 (PBS), 1 h, 4fach gewaschen, 200 pL POD-Tracer (MIXI0)
1:10.000 20 min, Sfach Waschen, Entwicklung 20 min.
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5.3  Antikorper-Charakterisierung

Das Finden der richtigen Klone ist zwar ein heikler Punkt - vom Arbeitsaufwand her gesehen
ist die Charakterisierung der Antikorper wesentlich aufwendiger. Hierzu gehort primir die
Bestimmung der Kreuzreaktionen eines Antikorpers. Dieser Schritt kann mit der Klassifi-
zierung der Empfindlichkeit zusammenfallen. Eine wichtige Voraussetzung jedoch ist, daB
man einen passenden Tracer findet. Nach der Verwendung eines Tracer-Mix zum Screenen
sollte nun die Aufschliisselung nach Tracern erfolgen. Hierzu ist aber zumindest eine grobe
Normierung der Traceraktivitit notwendig. Die Bindungsprofile unterschiedlicher Tracer
wurden ab Seite 149 bereits ausfiihrlich behandelt. Im folgenden werden einige, bei der o.g.
Antikorper-Suche positive Klone durch ihre Kreuzreaktionen charakterisiert dargestellt.
Besonders hingewiesen werden muf} auf die jeweils letzte Zeile in jeder Tabelle, in der die
formale "Kreuzreaktion" einer Huminsdure angegeben ist. Hier handelt es sich um eine
Huminséure (Fa. Roth), die durch Auflosen in Base und Ausfillen in Sdure gereinigt und in
einer in Wasser leicht 1oslichen Salzform gewonnen wurde [238]. Diese Huminsdure wird aus
Braunkohle-Extrakten gewonnen.

Die Methode, Antikorper nach ihrer Robustheit zu Screenen, ist nicht sehr verbreitet. Es hat
sich gezeigt, daB viel unndtige Miihe in die Charakterisierung von Antikdrpern investiert
wird, die erhebliche Schwichen aufweisen. Eine Verallgemeinerung dieses Prinzips sei hier
versucht: Ist die Art des Einsatzes eines Antikorpers abzusehen, dann sollten schon in einem
friihen Stadium spezielle Tests durchgefiihrt werden, die das spitere Umfeld des Antikorpers
so gut wie moglich imitieren. Als Beispiel seien 16sungsmittelfeste Antikdrper genannt. In
vielen Bereichen sind Zusitze oder Matrixbestandteile (Losungsmittel fiir Extraktion, Lo-
sungsvermittler, Tenside, Salze usw.) aus technischen Griinden nicht zu vermeiden. Will man
Immunoassays auch in diesen Anwendungsgebieten einsetzen, so ist die aufwendige Entfer-
nung dieser Bestandteile nur die zweitbeste Losung. Optimal wire der "richtige"” Antikorper
fir den bestimmten Zweck. Eine Messung direkt ohne clean-up wird jeder Anwender
vorziehen.
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Tabelle 15: Kreuzreaktionen des mAK NMI 118.

Substanz c! NG? Kreuz- cl NG? Kreuzreaktion3
[mol/L] [mol/L] reaktion? [ng/L] [ug/L] | massenbez.
molar [%] [%]
Atrazin 4.9-10° 1-10° 100 1.1 0.25 100
Hydroxyatrazin | > 1.0-105 | > 1-10° < 0.05 > 1000 | > 1000 | < 0.1
Desethylatrazin | 3.7-10°8 7-10° 11.8 7.0 1.5 13.5
Ametryn ~ 3-10° ~ 4-107 ~ 0.15 ~ 700 =~ 150 | = 0.13
Atraton 1.6-1077 2.5-10°8 2.84 35 5 2.90
Terbuthylazin | 3.3-10° 6-10°10 201 0.72 0.12 189
Terbutryn 3.8-107 8-10°8 1.01 92 20 0.901
Simazin 9.5-10° 8-10°10 40.4 1.9 0.15 43.2
Propazin 7.8-10°10 1-10°10 490 0.18 0.022 | 460
Huminsiure? - - - 1800 300 -

1 Testmittelpunkt C (50%-Wert, Iso, Wendepunkt der 4-parametrigen Gleichung).

2 Nachweisgrenze, definiert als 15% Inhibition (85 %-Wert, graphisch bestimmt).

3 Die Kreuzreaktionen beziehen sich nicht auf den angegebenen Atrazin-Wert und
wurden fiir jede einzelne Platte neu normiert.

4 Zum Vergleich: Der robuste Antikdrper K1F4 weist einen Testmittelpunkt von
C=110000 pg/L fiir Huminsiure auf.

Der Antikoérper NMI 118 (Tabelle 15) detektiert insbesondere Propazin, Terbuthylazin und
Atrazin. Die Differenzierung zwischen diesen Triazinen ist nicht sehr ausgepragt, es liegt nur
ein Faktor 2 zwischen Atrazin und Terbuthylazin. Auch Simazin und desalkylierte Triazine
werden noch angezeigt. Es handelt sich hier um einen Antikorper geringerer Spezifitit. Dies
wire nicht weiter schlimm, da auch Summentests interessant sein konnen. Leider ist die
Huminsédure-Anfilligkeit so gro, daB er fiir einen praktischen Einsatz nicht geeignet ist. Von
der Empfindlichkeit her gesehen, erreicht dieser Test nur beim (in Deutschland nicht zu-
gelassenen) Propazin das erforderliche Limit von 0.1 ug/L. Daher ist dieser Antikorper nur
fiir spezielle Zwecke brauchbar, ein interessanter Kandidat fiir hochempfindliche Triazin-
Immunoassays scheint er nicht zu sein. Auffallend ist jedoch sein ausgeprigtes Verméogen,
Chlorderivate von Thiomethyl-Derivaten zu unterscheiden. Diese Differenzierung macht

mindestens den Faktor 200 aus. Insofern ist eine sinnvolle Anwendung in Immunoarrays
denkbar.
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Tabelle 16: Kreuzreaktionen des mAK NMI 54.

Substanz c! NG? Kreuz- c! NG? Kreuzreaktion3
[mol/L] [mol/L] reaktion? [ng/L] [ng/L] massenbez.
molar [%] [%]
Atrazin 1.7-10° 2.2-10°10 100 0.36 0.06 100
Hydroxyatrazin | > 1.0-10° | > 1.0-10° | < 0.02 > 1000 | > 1000 | < 0.05
Desethylatrazin | 7.0-10°8 1.0-10°8 2.79 13 2 3.21
Ametryn ~ 1-10* > 1107 < 0.01 ~ 26000 | > 1000 | < 0.05
Atraton 5.0-10°8 6-107° 3.35 11 1.3 3.42
Terbuthylazin 8.1-10°10 1.3-10°10 243 0.19 0.03 228
Terbutryn 1.1-107 1.3-108 1.51 27 3.3 1.35
Simazin 5.5-10° 1.2-10° 44.3 1.1 0.22 47.4
Propazin 6.8-10'1° 1.2-10°10 289 0.16 0.027 271
Huminsiure* - - - 38600 6000 -

1 Testmittelpunkt C (50%-Wert, Isg, Wendepunkt der 4-parametrigen Gleichung).
2 Nachweisgrenze, definiert als 15% Inhibition (85 %-Wert, graphisch bestimmt).
3 Die Kreuzreaktionen beziehen sich nicht auf den angegebenen Atrazin-Wert und

wurden fiir jede einzelne Platte neu normiert.

4 Zum Vergleich: Der robuste Antikorper K1F4 weist einen Testmittelpunkt von

C=110000 ug/L fir Huminsaure auf.

Antikorper NMI 54 (Tabelle 16) detektiert Propazin am empfindlichsten. Da Propazin in
Deutschland nicht zugelassen ist, ist diese Kreuzreaktion fiir die Praxis wenig bedeutsam.
Interessanter ist die Empfindlichkeit gegeniiber Terbuthylazin, die dem mAK K1F4 ziemlich
genau entspricht. Dagegen ist die Kreuzreaktion gegeniiber Atrazin mit 40-50% (relativ zu
Terbuthylazin) ungewohnlich hoch, was eine selektive Messung erschwert, dafiir das Sum-
menscreening von Atrazin und Terbuthylazin erlaubt. Auch Simazin wird noch mit einer
betrachtlichen Kreuzreaktion detektiert. Die Metaboliten dagegen spielen kaum eine Rolle.
Die Huminstoffresistenz konnte besser sein, ist aber nicht so schlecht, daB der Antikdrper
von vorneherein ausscheiden miifite. Im Trinkwasserbereich ist der Antikorper sicherlich
niitzlich einzusetzen.
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Tabelle 17: Kreuzreaktionen des mAK NMI 21.
Substanz c! NG? Kreuz- c! NG? Kreuzreaktion®
[mol/L] [mol/L] reaktion® [ug/L] [ng/L] massenbez.
molar [%] [%]
Atrazin 8.2-10% | 2-10°8 1.2 18 4 1.1
Hydroxyatrazin | 1.0-10° | 2-10°1° 100 0.20 0.05 100
Desethylatrazin | 5.0-107 | 1-107 0.20 94 20 0.21
Ametryn 1.2-107 | 2108 0.83 27 4 0.73
Atraton 1.1.10% | 9-10°8 0.09 230 20 0.09
Terbuthylazin 1.2:107 | 1.3-108 0.83 28 3 0.70
Terbutryn 1.6-10°8 1.8-10° 6.3 3.9 0.4 5.1
Simazin 5.4-107 | 1-107 0.19 110 22 0.18
Propazin - - - - - -
Huminsiure* - - - 43000 8000 -

1 Testmittelpunkt C (50 %-Wert, Is9, Wendepunkt der 4-parametrigen Gleichung).
2 Nachweisgrenze, definiert als 15% Inhibition (85 %-Wert, graphisch bestimmt).
3 Die Kreuzreaktionen beziehen sich auf den angegebenen Hydroxyatrazin-Wert und wurden nicht fiir

jede einzelne Platte neu normiert. Es ist daher mit einem erhohten Fehler zu rechnen.
4 Zum Vergleich: Der robuste Antikrper K1F4 weist einen Testmittelpunkt von

C=110000 pg/L fiir Huminsaure auf.

Antikérper NMI 21 (Tabelle 17) ist ein "Hydroxyatrazin-Antikorper”. Die Kreuzreaktionen
anderer Triazine sind gering. Bei dieser vorldufigen Charakterisierung wurde nur ein Hy-
droxyderivat untersucht, so daB noch eine weitere Differenzierung mit anderen Hy-
droxymetaboliten notwendig erscheint. Die Stdranfélligkeit gegeniiber Huminséure ist maBig,
aber nicht prohibitiv. Die Empfindlichkeit der Hydroxyatrazin-Bestimmung ist ausreichend
und entspricht in etwa den besten bisher bekannten monoklonalen Antikérpern. Ein Problem
stellt die Suche nach einem geeigneten Tracer dar. Bisher konnte unter den getesteten
Tracervarianten kein wirklich guter Tracer gefunden werden. Die Signale sind recht schwach.
Sollte man diesen Antikdrper fiir Routinemessungen einsetzen wollen, so miite man eine
optimierte Tracerstruktur suchen.
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Tabelle 18: Kreuzreaktionen des mAK NMI 71.

Substanz c! NG? Kreuz- c! NG? Kreuzreaktion®
[mol/L] [mol/L] reaktion3 [ug/L] [ng/L] massenbez.
molar [%] [%]
Atrazin 1.6-107 | 4-10°8 1.2 35 8 1.1
Hydroxyatrazin | 1.9-10° | 3-10°10 100 0.38 0.05 100
Desethylatrazin | 1.4-10% | 3-107 0.14 260 60 0.15
Ametryn 6.1.107 | 8-108 0.32 140 20 0.27
Atraton 1.4-10% | 2.5.107 | 0.14 300 60 0.13
Terbuthylazin 1.2-10% | 4-107 0.16 270 80 0.14
Terbutryn 4.3-10% | 5-10° 4.5 10 1.2 3.8
Simazin 4.2-107 | 9-10°8 0.46 84 20 0.46
Propazin 5.7.107 | 3-107 0.34 130 70 0.30
Huminsiure* - - - 190000 | 20000 -

I Testmittelpunkt C (50 %-Wert, I5;, Wendepunkt der 4-parametrigen Gleichung).

2 Nachweisgrenze, definiert als 15% Inhibition (85 %-Wert, graphisch bestimmt).

3 Die Kreuzreaktionen beziehen sich auf den angegebenen Hydroxyatrazin-Wert und wurden nicht fiir
jede einzelne Platte neu normiert. Es ist daher mit einem erhGhten Fehler zu rechnen.

4 Zum Vergleich: Der robuste Antikdrper K1F4 weist einen Testmittelpunkt von
C=110000 pg/L fiir Huminsaure auf.

Der Hydroxyatrazin-Antikdrper NMI 71 (Tabelle 18) weist groBe Ahnlichkeit zu NMI 21
auf. Die Kreuzreaktionen sind weitgehend vergleichbar, die Empfindlichkeit etwas geringer
als bei Antikorper 21, was aber nicht unbedingt signifikant sein muf. Besonders interessant
ist die hohe Huminstoffresistenz. Daher sollte dieser Antikorper gleichfalls genauer unter-
sucht werden. Sollte die Empfindlichkeit ausreichen, so konnte hier ein robuster Antikorper
fiir Routinemessungen zur Verfiigung stehen. Auch hier ist die Frage der optimalen Tracer-
struktur noch nicht endgiiltig geklart.

5.4  SchluBifolgerungen

Durch die dargestellte Techniken lassen sich in verhéltnisméBig kurzer Zeit und mit maBigem
Aufwand monoklonale Antikdrper gewinnen, selektieren und charakterisieren. Die Screening-
ausbeute ist im Vergleich zu bisher publizierten Verfahren exzellent. Die Verwendung eines
Multi-Hapten-Tracers hat sich in vollem Umfang bewihrt, wogegen ein Multi-Hapten-
Immunogen keine hervorstechenden Vorteile bietet. Aus den Tracer-Bindungspattern kann
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sogar vermutet werden, daB nur ein einziges Hapten ursdchlich fiir die Induzierung aller
bisher aufgefundenen Antikdrper verantwortlich ist. Zudem wird die Erkennung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen durch Verwendung eines gemischten Immunogens erschwert.

Das friihzeitige Screening nach Eigenschaften, die die Eignung eines Antikorpers prinzipiell
in Frage stellen koénnen (z.B. Huminsdure-Storanfilligkeit), kann verhindern, daB aufwendige
Charakterisierungen an letztlich ungeeigneten Antikorpern durchgefiihrt werden. Die Reihen-
folge der Screeningschritte sollte daher nach der Wahrscheinlichkeit der Eliminierung eines
Klons gewihlt werden.

6 Synthesen von Immunoassay-Komponenten
6.1  Synthese von Triazin-Derivaten

Die detaillierten Synthesevorschriften sind im Experimentellen Teil aufgefiihrt. Allgemein
kann gesagt werden, daf§ die unterschiedlichen Vorschriften eine Entwicklung und zahlreiche
Verbesserungen dokumentieren. Da nur in wenigen Féllen die identische Substanz erneut
hergestellt wurde, sind alle Vorschriften angegeben, die zu einer verwendbaren Substanz
gefiihrt haben. Verwendbar soll bedeuten, daB keineswegs von allen geeigneten Triazinen
auch korrespondierende Tracer hergestellt wurden. Die gelegentlich relativ niedrigen Aus-
beuten sind darauf zuriickzufiihren, da kaum Optimierungsbemiihungen in Richtung Aus-
beute gemacht wurden, sondern eher in Richtung Reinheit. So wurde manchmal zugunsten
besserer Trennbarkeit auf einen quasi-vollstindigen Umsatz verzichtet, da oft mit der
Reaktionsdauer auch die Anzahl und Menge der Nebenprodukte ansteigt. Daher wurde oft
auch nur die Ausbeute beziiglich der ersten Fraktion bestimmt, da die restliche Substanz nicht
isoliert wurde.

6.2  Aktivierung von Triazin-Carbonsiuren

Die Aktivierung wird im Experimentellen Teil nicht getrennt aufgefiihrt, weil sie immer im
Zusammenhang mit einer Kopplung steht. Da eine reproduzierbare Aktivierung entscheidend
fiir das Gelingen von Tracer-Synthesen ist, wurden einige unterschiedliche Methoden erprobt
und eine breit anwendbare NHS-Ester-Methode optimiert [446]. Obwohl es sehr viele
Moglichkeiten gibt, ein Molekiil zu aktivieren bzw. zu einer kovalenten Kopplung zu
befahigen, erscheint doch die Route Carbonsdure - aktivierter Ester - Amid besonders
attraktiv. So ist die Synthese von Carbonsduren aller Art gut nach Standardprozeduren
durchzufiihren, die Reinigung von Carbonsduren ist meistens problemlos und die Aktivierung
ist sehr zuverlidssig. Obwohl die Aktivierungs- und Kopplungsausbeuten moglicherweise nicht
optimal sind, tut dies der Gesamtmethode keinen Abbruch.
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6.3  Kopplung von Haptenen an Peroxidase

Meerrettichperoxidase besitzt im ELISA einen hohen Stellenwert. Die Vorteile wie hohe
Aktivitit und Reinheit, giinstiger Preis, weit iliberdurchschnittliche Stabilitit usw. wurden
schon von vielen Autoren erkannt. Wenig verbreitet ist dagegen die Kenntnis iiber die
Bedeutung der Kopplungsdichte und der Zusammenhang zur Peroxidase. Vo6llig untypischer-
weise hat Meerrettichperoxidase nur 1-3 derivatisierbare Aminogruppen. Durch diesen
seltenen Gliicksfall kommt man bei Tracersynthesen einer chemisch definierten Derivati-
sierung sehr nahe.

Dagegen entstehen bei vielen aktivierbaren Aminogruppen zwangsldufig statistische Ge-
mische. Eine quantitative Derivatisierung ist bei anderen Enzymen meist nicht moglich, da
bei hohen Kopplungsdichten zunehmend Desaktivierung, Denaturierung und Prézipitation
auftreten. Zudem wird bei hohen Kopplungsdichten eine multivalente Bindung der Tracer
vorherrschend. Da die Affinitit des Tracers im multivalenten Zustand wesentlich hoher ist
als im monovalenten Zustand, treten Empfindlichkeitsprobleme auf. In einigen Publikationen
wird explizit oder implizit ein Zusammenhang zwischen Testempfindlichkeit und Enzym-
Label hergestellt. In den meisten Fallen diirfte es sich hier um ein Artefakt der Kopplungs-
dichte handeln. Es 148t sich sonst kaum begriinden, wieso Immunoassays mit Enzymtracern
ahnlicher Label-Nachweisgrenze deutlich unterschiedliche Analyt-Nachweisgrenzen auf-
weisen.

Im Falle der Peroxidase kann ein fast beliebiger UberschuB an Kopplungsreagenz eingesetzt
werden. Vorausgesetzt man hat ein sauberes Hapten-Derivat zur Verfiigung, ist es sehr
wahrscheinlich, daB man ein weitgehend quantitativ und einheitlich derivatisiertes Enzym
erhilt.

6.4 Reinigung von Enzymtracern

Die wahrscheinlich am haufigsten angewendete Methode zur Reinigung von Enzymkonjugaten
ist die Dialyse. Nachteilig ist die lange Dauer dieser Prozedur. Dies kann sich negativ auf
die Aktivitit von empfindlichen Proteinen auswirken. Es wurde getestet, ob die in diesem
Labor iiblicherweise verwendete Gelchromatographie noch Spuren des ungekoppelten Haptens
zuriicklaBt. Hierzu wurde der Peroxidasetracer zusitzlich einer Dialyse unterworfen. Die
Atrazin-Eichkurven zeigten keine Verbesserung des Testmittelpunkts (Daten nicht darge-
stellt). Daraus kann gefolgert werden, dafl Gelchromatographie auf Sephadex PD-10-Saulen
absolut adiquat ist und keine weiteren Reinigungsschritte mehr erfordert. Es konnte nicht
belegt werden, daf Dialyse effektiver als Gelchromatographie sei; im Gegenteil, es kann
sogar vermutet werden, dafi gelchromatographisch gereinigte Tracer weniger Verunreini-
gungen aufweisen als dialysierte. Gelchromatographie weist erhebliche praktische Vorteile
gegeniiber der Dialyse auf. Der reproduzierbare Verlauf gibt einen hohen Grad an Sicherheit,
ein sauberes Konjugat zu erhalten. Zudem dauert die Chromatographie mit Fertigsaulen nur
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ca. 1 Stunde (incl. Vorbereitung und Aquilibrierung), eine Dialyse dauert bei hohen Rein-
heitsanforderungen viele Tage.

In Abb. 113 ist der typische Verlauf einer Gelchromatographie mit einer Sephadex PD-10-
Saule [447] anhand der Absorptionen (405 nm) einer Mikrotiterplatte dargestellt, in der
die Fraktionen aufgefangen wurden. Da ELISA-Reader iiblicherweise mit Filtern und nicht
mit Monochromatoren arbeiten, mufite von 403 auf 405 nm ausgewichen werden. Das Eluat
wurde in Portionen von 4 Tropfen pro Kavitit aufgefangen. Werden bei mehreren gelchroma-
tographischen Liufen gleiche Volumina verwendet, so ist die Lage des Peaks gut reprodu-
zierbar, was sich im Falle von nicht im sichtbaren Bereich absorbierenden Konjugaten (z.B.
Alkalische Phosphatase) mit Vorteil nutzen 1aBt. Es ist giinstig, an der abfallenden Flanke
einen willkiirlichen Schnitt zu setzen. Die positiven Fraktionen vor diesem Schnitt werden
zu einer Hauptfraktion gepoolt, die nachfolgenden zu einer Nebenfraktion. Dies ist sinnvoll,
da der Durchbruch von Verunreinigungen bei hoheren Fraktionsnummern zu erwarten ist.
Diese Methode der Tracerreinigung ist gut optimiert und als Routine-Methode geeignet.
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Abb. 113: Gelchromatographie eines Peroxidase-Tracers. Konditionierung mit 200 mL PBS, Probe:
0.5 mL Konjugat, Elution mit PBS, RT, Fraktionierung: 4 Tropfen pro Kavitdt.

6.5 Kopplung von Haptenen an Carrier-Molekiile

Die Kopplung von Haptenen an polymere Carrier unterscheidet sich prinzipiell kaum von der
Kopplung an Enzyme. Erleichternd ist jedoch die Tatsache, daB oft unter weniger milden
Bedingungen gearbeitet werden kann. So konnen héhere Konzentrationen Losungsmittel,
extremere pH-Werte, hohere Temperaturen und aggressivere Reagenzien angewendet werden.
Noch wichtiger ist die Mdglichkeit andere Reinigungsprozeduren einzusetzen. Enzyme
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allgemein sollten, um die Enzymaktivitit zu erhalten, schnell und bei niedrigen Temperaturen
gereinigt werden. Carrierkonjugate dagegen kann man tagelang bei Raumtemperatur dialysie-
ren, durch hohe Salzkonzentrationen oder Losungsmittel prazipitieren bzw. einer Ultrafil-
tration unterziehen. Diese Methoden lassen sich im Gegensatz zur Gelchromatographie auch
mit groBeren Substanzmengen durchzufiihren.

6.6  Synthese von hydrophilen Spacern

Die Synthese von hydrophilen Spacern ist insofern schwierig, da entsprechende hetero-
bisfunktionelle Vorstufen nicht erhiltlich sind. Homopolymere von Aminosiduren wiirden
sogar als heterobisfunktionell gelten kdnnen, sie sind leider sehr teuer und als allgemeiner
Startpunkt einer Haptensynthese daher nicht geeignet.

Homobisfunktionelle Vorstufen sind viel leichter zugédnglich. So kommen Oligoethylen-
glycole, Oligosaccharide, Polyethylenglycoldisdure und dhnliche Stoffe in Frage. Synthetisch
ergibt sich die Problematik, daB bei einer Umsetzung mit diesen Chemikalien immer ein
statistisches Gemisch aus Edukt, Mono-Derivat und Bis-Derivat entsteht. Bei langgestreckten
Molekiilen ist mit einem kooperativen Verhalten (d.h. da8 bevorzugt Mono-Produkt entsteht)
nicht zu rechnen. Erschwerend kommt hinzu, da die Trennung von hydrophilen Produkten
allgemein sehr schwierig ist. Mindestens zwei der Produkte dhneln sich in ihren physiko-
chemischen Eigenschaften so sehr, da8 auch chromatographische Trennungen nur mit
Einschriankungen verwendbar sind. Verschiedene Vorversuche sind an der Trennungsfrage
gescheitert.

Daher wurde eine Schutzgruppentechnik getestet, die den Charakter des geschiitzten Amins
stark verdndert. Die Trityl-Schutzgruppe [448][449] fiihrt durch ihre Phenylreste
einen stark hydrophoben Teil in das Molekiil ein. Das leicht erhiltliche 2,2’-(Ethylendioxy)-
diethylamin kann als einfacher Vertreter einer homologen Reihe von Diaminen gelten, die
sich von Oligomeren des Ethylenglycols ableiten. Wird dieses Diamin in grofem UberschuB
(gelost in Glyme) mit Tritylchlorid umgesetzt (Abb. 114), so bildet sich nach mehrstiindigem
Erhitzen in sehr guter Ausbeute das mono-geschiitzte Amin. Eine zusdtzliche Base ist nicht
erforderlich, da diese Funktion auch von dem im Uberschuf vorhandenen Amin iibernommen
wird. Das Produktgemisch kann sehr leicht wéssrig aufgearbeitet werden: Nach Ausschiitteln
mit MTBE fillt das Mono-Produkt in einem Schritt fast vollig rein an. Dieses Schliissel-
produkt kann nun mit allen erdenklichen Reagenzien weiter umgesetzt werden und ist
augenscheinlich gut lagerfdhig. In dieser Arbeit wurde besonders die Umsetzung mit cycli-
schen Carbonsiureanhydriden angewendet. Neben Bernsteinsiureanhydrid oder Glutar-
sdureanhydrid ist Diglycolsdureanhydrid ein besonders interessantes Reagenz. DaB letzteres
nur in technischen Reinheiten erhéltlich ist, ist in diesem Zusammenhang von geringerer
Bedeutung. Das monogeschiitzte Amin wird nun in Glyme geldst und mit dem Anhydrid
versetzt. Zusitzlich wird eine Base wie Triethylamin zugegeben. Kurzes Erhitzen ergibt ein
oliges Produkt. Als letzter Schritt muff noch die Schutzgruppe abgespalten werden: Dies ist
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nicht ganz unkritisch und sollte unter laufender analytischer (DC) Kontrolle ablaufen. Die
Abspaltung erfolgt in reinem Eisessig bei erhohter Temperatur. Eine wiassrige Aufarbeitung
erleichtert die Abtrennung des Tritylderivats. Das Produkt befindet sich in der Wasserphase
und muB nicht unbedingt isoliert werden. Gefriertrocknung wire wohl die schonendste
Methode.

Diese exemplarisch durchgefilhrte Methode lafit sich wahrscheinlich leicht auf hohere
Homologe des Diamins iibertragen, sofern man sie in der erforderlichen Reinheit bekommen
kann. Es ist denkbar, daB durch den Einsatz lingerer Derivatisierungsreagenzien auf recht
einfache Weise extrem lange Spacer zuginglich werden. Und dies im Gegensatz zu durch
Polymerisation gewonnenen Substanzen nicht mit einer mehr oder weniger breiten Mole-
kulargewichtsverteilung, sondern als chemisch eindeutig definierte Reinsubstanz. Nicht nur
in der Immunologie, auch im Bereich der Supramolekularen Chemie konnten derartige (gut
zugangliche) Derivate auf Interesse stofen [450]. Die volle Anwendungsbreite solcher
Substanzen ist im Moment kaum zu beurteilen.

Dies zeigt sich auch an einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit von EBATO et al. [451].
Die Autoren verwendeten eine analoge Spacereinheit fiir die Untersuchung der Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkung. Sie konnten zeigen, daB die Biotin-Streptavidin-Bindung durch
den hydrophilen Spacer erheblich verbessert wird. Die publizierte Synthese ist jedoch augen-
scheinlich nicht zur Gewinnung des underivatisierten Spacers geeignet. Zudem erfordert sie
aufwendige chromatographische Reinigungsschritte.
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Abb. 114: Synthese eines hydrophilen, heterobisfunktionellen Spacers.



222

6.7  SchluBifolgerungen

Die Synthese von Triazinderivaten konnte soweit perfektioniert werden, da Vorschriften fiir
Haptene mit unterschiedlichsten funktionellen Gruppen zur Verfiigung stehen. Es konnten im
Rahmen dieser Arbeit zahlreiche Triazine hergestellt werden, die zur Ermittlung von Struk-
tur-Wirkungsbeziehungen, zur Untersuchung von mechanistischen Details in Immunoassays
und zur Optimierung der Triazin-Immunoassays durch neue Enzymtracer-Varianten eingesetzt
wurden. Durch diese Derivate waren Untersuchungen moglich, die bisher in diesem Umfang
und in dieser Breite mit keinem Pestizid durchgefiihrt wurden.

Die Aktivierung der Carbonsiurederivate, bisher ein unsicheres Unterfangen, konnte so opti-
miert werden, daB praktisch jede Carbonsidure reproduzierbar an ein Enzym bzw. Protein
gekoppelt werden kann. Die Kopplung an sich ist kein Problem, sofern man die Synthese der
NHS-Ester (Aktivierung) beherrscht und keine extrem schwerldslichen Substanzen verwendet
werden.

Die Synthese eines hydrophilen Spacers zeigt neue Wege auf, die Prasentation von Haptenen
noch weiter zu verbessern und damit sowohl die Herstellung von hochaffinen Antikorpern,
als auch die Synthese stark bindender Tracerderivate zu erleichtern. Durch die aufgezeigte
Syntheseroute diirften diese Derivate leicht und preisgiinstig zugénglich werden und somit
fiir viele, auch nicht mit der Immunologie verbundene Anwendungsbereiche attraktiv werden.

7 Sonstige Ergebnisse
7.1 Eichkurven diverser Triazin-ELISAs

Hier sollen in einem Zusammenhang mehrere ELISA-Eichkurven abgebildet werden, um den
"Stand der Technik" zu dokumentieren. Es handelt sich nicht unbedingt um die empfindlich-
sten Eichkurven, eher um reprisentative. Es werden Nachweisgrenzen und Informationen zur
Reproduzierbarkeit der Eichpunkte angegeben.

Als Nachweisgrenze wird hier der Schnittpunkt des Nullwertes minus 3 Standardabwei-
chungen mit der Eichkurve definiert. Die Eichpunkte sind Mediane von Triplikaten (n=3),
die Fehlerbalken entsprechen der Spannweite?®, was in guter Niherung zwei Standard-
abweichungen entspricht. Mediane wurden verwendet, um die Anwendung von zweifelhaften
AusreiBertests zu umgehen. Die experimentellen Daten sind etwas ausfiihrlicher als iiblich
dargestellt.

In Abb. 115 ist ein ELISA mit dem monoklonalen Antikdrper K1F4 dargestellt, der primér
zur Bestimmung von Terbuthylazin verwendbar ist. Positiv an diesem Test ist die hohe

20 Siehe GLOSSAR.
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Stabilitit der Testparameter, die Huminsdureresistenz und die meist sehr gute Reproduzier-
barkeit. Die Empfindlichkeit und Selektivitit konnte fiir bestimmte Anwendungen noch besser
sein, trotzdem kann die hier dargestellte, optimierte Konfiguration fiir die Trinkwasseriiber-
wachung oder dhnliche Aufgaben erfolgreich eingesetzt werden.
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Abb. 115: Terbuthylazin-Test (K1F4). Antikdrper: mAK KIF4 1:20.000, 200 pL, ca. 18 h, RT,
Waschen, Vorinkubation: 200 pL Terbuthylazin (Wasser), 60 min, RT, Tracer: 100 uL t-Bu/Et/C6-
Tracer, 1:30.000, 7 min, Waschen, Entwicklung: 200 pL Substratldsung (20 ml Substratpuffer, 100 pL
H,0,-Losung (1%), 200 pL TMB-Stammlosung (DMSO), 5 min, Abstoppen: 100 pL 5%ige H,SO,.
Messung bei 450 nm, Referenzwellenliinge 620 nm, NG=0.003 pg/L, Parameter: A=0.515, D=0.024,
C=0.175, B=0.986, r=0.99999.

Bemerkenswert an der Kurve der Abb. 116 ist, da der Original-Test [187] mit einer indirek-
ten Konfiguration aufgebaut worden war. Der Testmittelpunkt fiir Atrazin lag bei 0.45 ug/L,
eigentlich zu hoch, um den Trinkwasser-Grenzwert von 0.1 ug/L sicher zu erfassen. In der
hier optimierten (direkten) Version liegt der Testmittelpunkt fast um den Faktor 4 niedriger.
Der Test ist in dieser Form (beziiglich der Empfindlichkeit) hervorragend geeignet, Uber-
schreitungen des Trinkwasser-Grenzwertes zu detektieren.
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Abb. 116: Atrazin-Test (Ciba 21-1). Antikdrper: mAK Ciba 21-1 1:20.000, 200 pL, 48 h, RT,
Waschen, Vorinkubation: 200 pL Atrazin (Wasser), 30 min, RT, Tracer: 100 pL i-Pr/Cl/C6-Tracer,
1:10.000, 10 min, Waschen, Entwicklung: 200 pL Substratidsung (20 ml Substratpuffer, 100 pL H,0,-
Losung (1%), 200 uL TMB-Stammidsung (DMSO), 35 min, Abstoppen: 100 puL 5%ige H,SO,,. Messung
bei 450 nm, Referenzwellenldnge 620 nm, NG=0.038 ug/L, Parameter: A=0.788, D=0.064,
C=0.118, B=0.797, r=0.9998.

Auch beim Hydroxyatrazin-Test, dargestellt in Abb. 117, konnte durch eine Anderung der
Testkonfiguration eine Verbesserung des Testmittelpunkts erreicht werden. Von SCHLAEPPI
et al. [187] wurde ein Testmittelpunkt von 0.95 ug/L erreicht. Bei dem hier vorgestellten Test
liegt der Testmittelpunkt bei rund 0.6 ug/L, auch etwas niedrigere Werte konnten erzielt
werden.

Der Hydroxyatrazin-Test (S84) in Abb. 118 wird nicht gezeigt, weil er in dieser Form
sinnvoll in der Praxis eingesetzt werden konnte. Die Eichkurve besitzt einen erheblichen
"Sockel" (Verunreinigungen im Tracer bzw. Antikorper) und das Signal ist nicht sehr hoch.
Der Clou bei diesem Test liegt darin, daB das Serum S84 ein Atrazin-Serum und kein
Hydroxyatrazin-Serum ist. Damit soll gezeigt werden, daB bei einer Immunisierung auch
Antikorper gegen Metaboliten auftreten konnen und daB man die Spezifitit eines (polyklona-
len) Tests einfach durch Wechsel des Tracers umschalten kann.
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Abb. 117: Hydroxyatrazin-Test (Ciba 85-3). Antikdrper: mAK Ciba 85-3 1:20.000, 200 uL, 24 h, RT,
Waschen, Vorinkubation: 200 uL Hydroxyatrazin (Wasser), 150 min, RT, Tracer: 100 pL i-Pr/OH/C6-
Tracer, 1:10.000, 10 min, Waschen, Entwicklung: 200 pL Substratldsung (20 ml Substratpuffer, 100 pL
H,0,-Ldsung (1%), 200 pL TMB-Stammldsung (DMSO), 35 min, Abstoppen: 100 pL 5%ige H,SO,.
Messung bei 450 nm, Referenzwellenltinge 620 nm, NG=0.105 pg/L Parameter: A=0.796, D=0.062,
C=0.601, B=1.090, r=0.9997.
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Abb. 118: Hydroxyatrazin-Test (S84). Antikdrper: pAK S84 (Schaf) 1:20.000, 200 uL, 24 h, RT,
Waschen, Vorinkubation: 200 pL Hydroxyatrazin (Wasser), 60 min, RT, Tracer: 100 uL i-Pr/OH/C6-
Tracer, 1:10.000, 10 min, Waschen, Entwicklung: 200 uL Substratldsung (20 ml Substratpuffer, 100 pL
Hy0,-Losung (1%), 200 pL TMB-Stammldsung (DMSO), 30 min, Abstoppen: 100 pL 5%ige H,SO,.
Messung bei 450 nm, Referenzwellenliinge 620 nm, NG=0.136 pg/L, Parameter: A=0.295, D=0.117,
C=1.315, B=0.729, r=0.999%.
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Zum Test mit dem polyklonalen Antikdrper C10 (Abb. 119) ist zu sagen, daB hier eine
weitgehend unoptimierte Kurve gezeigt wird. Der Testmittelpunkt ist daher relativ hoch. Die
Antikorper und die Tracerkonzentration kdnnten noch erheblich vermindert werden, was man
an der extrem kurzen Entwicklungszeit von nur 2 min erkennt.
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Abb. 119: Desethylatrazin-Test (C10). Antikdrper: pAK C10 (Kaninchen) 1:10.000, 200 pL, 48 h, RT,
Waschen, Vorinkubation: 200 pL Desethylatrazin (Wasser), 90 min, RT, Tracer: 100 pL H/CI/C6-
Tracer, 1:40.000, 20 min, Waschen, Entwicklung: 200 uL Substratlgsung (20 ml Substratpuffer, 100 pL
H,0,-Losung (1%), 200 pL TMB-Stammidsung (DMSO), 2 min (!), Abstoppen: 100 pL 5%ige H,SO,.
Messung bei 450 nm, Referenzwellenlinge 620 nm, NG=0.005 pg/L, Parameter: A=0.940, D=0.053,
C=1.850, B=0.665, r=0.99997.

Allgemein muB zu den in diesem Abschnitt gezeigten Tests bemerkt werden, daB die Vor-
inkubationszeiten meist unnétig lang gewdihlt waren. Es reichen in der Regel 5 bis 10 min.
Zudem soll nicht behauptet werden, die angegebenen Testbedingungen wiirden ein Optimum
darstellen. Nicht selten ist offensichtlich, wo noch Verbesserungen nétig und méglich sind.
Die Angaben sollen dazu dienen, Anhaltspunkte fiir die Durchfiihrung dieser oder dhnlicher
Tests zu liefern. Zu der angegebenen Nachweisgrenze mufl angemerkt werden, daB die o.g.
Definition sehr empfindlich auf die Standardabweichung und den Mittelwert des Nullwerts
reagiert. Es kann folglich mit einer identischen Testkonfiguration eine sehr unterschiedliche
Nachweisgrenze erhalten werden. Daher wurde zusétzlich der Parameter C der 4-para-

metrigen Gleichung angegeben, der konstantere Werte liefert. Weitere Kurven z.B. von C193
und S84 finden sich in anderen Teilen der Arbeit.
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7.2  Absorption (403 nm) verschiedener Tracer

Die Bestimmung der Tracerkonzentration kann niherungsweise iiber den Absorptionskoeffi-
zenten bei 403 nm (Soret-Bande) erfolgen. Um verschiedene Priparationen vergleichen zu
konnen, wurde die Absorption einiger Triazintracer vermessen. Hierzu war ein Verdiin-
nungsschritt 1:10 erforderlich, der mit einer Mischung aus PBS, 1 g/LL BSA und 0.1 g/L
Sorbinsdure durchgefiihrt wurde. Dieser Verdiinnungspuffer hatte eine Absorption (403 nm)
von 0.007 Einheiten relativ zu Wasser.

a)  Tracer W-TRAC70" (t-Bu/Et/C6) 1:10 in PBS
A403pm =0.34710.01 (n=4)
Nach AIBARA [85] ist fiir Peroxidase e4o3=1.02:10° L/(mol-cm).
Daraus folgt:
[t-Bu/Et/C6-Tracer] =3.4-10 mol/L (1:10)

b)  Tracer W-TO14A* (i-Pr/Cl/C6) 1:10 in PBS
A 43, =0.440+0.002 (n=4)
Mit €5 =1.02-10° L/(mol-cm) fiir Peroxidase folgt daraus:
[i-Pr/Cl/C6-Tracer] =4.3-10° mol/L (1:10)

¢)  Tracer W-T100A" (t-Bu/Et/C6) 1:10 in PBS
A 403, =0.908+0.007 (n=3)
Mit €493 =1.02- 10° L/(mol-cm) fiir Peroxidase ergibt sich:
[t-Bu/Et/C6-Tracer] =8.9-10 mol/L (1:10)

* Interne Bezeichnung.

7.3  Enzymaktivitit verschiedener Tracer

Fiir bestimmte Anwendungen ist es nicht in erster Linie interessant, die Gesamtkonzentration
des Tracers zu bestimmen, sondern die relative Konzentration des tatsdchlich aktiven Tracers
(bzw. Enzyms). Es hat sich gezeigt, daB es technisch sogar einfacher ist, Enzymaktivititen
zu messen, als die Absorptionen kleiner Tracermengen (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Peroxidase-Tracer (Charakterisierung).

Name Absorption! | 10 [mol/L] | Enzymaktivitit?
(403 nm) (aus Abs.2) | [mAbs/min]

Peroxidase POD 1.447 14.2 -
i-Pr/CI/EDA-DGS 0.663 6.50 27.6
t-Bu/Et/C6 (Mono) 0.633 6.21 33.6
i-Pr/Cl/C11 0.219 2.15 7.5
Et/Cl/C6 0.211 2.07 2.6
t-Bu/Cl/C6 0.345 3.38 8.6
c-Pentyl/Cl/C6 0.202 1.98 3.5
c-Pr/Cl/C6 0.245 2.40 4.4
i-Pr/Cl/C6-C6 0.143 1.40 2.4
i-Pr/Cl/C6-C2 0.119 1.17 3.7
i-Pr/Et/C6 0.183 1.79 4.4
i-Pr/SMe/C6 0.152 1.49 3.4
t-Bu/Et/3MPS 0.235 2.30 7.4
i-Pr/Et/3MPS 0.229 2.25 7.0
MIX10 0.513 5.03 22.2
i-Pr/Cl/C3 0.242 2.37 3.7
i-Pr/OH/C6 0.336 3.29 13.8
H/Cl/C6 0.668 6.55 38.3
t-Bu/Et/C6 0.694 6.80 42.8
i-Pr/Cl/C6 0.398 3.90 10.4

! Soret-Bande
2 Nach AIBARA (siehe S. 227)
3 Mit Tetramethylbenzidin/H,0, (siehe S. 128, 255)
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7.4  Tests zur Stabilisierung von Peroxidase-Tracern

Es sind zahllose Methoden zur Stabilisierung von Enzymen veroffentlicht worden [452].
Leider fehlt es bis heute an einer allgemein anwendbaren Strategie zur wirksamen Verhin-
derung von Denaturierungsprozessen. Es ist daher nicht zu umgehen, den stabilisierenden
EinfluB von Additiven rein empirisch zu ermitteln.

In einer ersten Testreihe wurden einige Zusitze und Puffer getestet. Hierzu wurde ein
Peroxidase-Tracer (i-Pr/Cl/C6) 200.000fach in dem angegebenen Puffer verdiinnt und
gegebenenfalls mit einem Zusatzstoff versetzt. Nach 7 Tagen bei Raumtemperatur und
normaler Beleuchtung wurde die Enzymaktivitit nochmals vermessen.

Von den hier untersuchten Stoffen haben BSA, Him und Tween 20 einen signifikanten
Stabilisierungseffekt. Die Halbwertszeit der Enzymaktivitit liegt mit diesen Zusitzen bei ca.
7 Tagen. Zudem kann gezeigt werden, daB§ der verwendete Citratpuffer (pH 3.7) zwar eine
gute enzymatische Aktivitit ermoglicht, die Langzeitstabilitit wird jedoch drastisch ver-
mindert. Schon nach 24 Stunden 148t sich kaum mehr eine Aktivitit nachweisen. Dieser
Effekt muB bei Experimenten in sauren Puffern unbedingt beriicksichtigt werden. Es sollte
zudem untersucht werden, ob ein etwas hoherer pH-Wert (4-5) einen besseren Kompromi8
zwischen Enzymaktivitit und Stabilitit darstellt. Es kann auch gezeigt werden, daB Kalium-
sorbat keinen, und EDTA nur einen geringen hemmenden Einflu8 auf Peroxidase-Tracer hat.

Somit ist Kaliumsorbat fiir Konservierungszwecke gut geeignet. Auch EDTA kann kurzfristig
zur Komplexierung unerwiinschter Ionen herangezogen werden. Dagegen verursachte
Merthiolat (Thimerosal) eine drastische Hemmung der Peroxidase. Dies sollte trotz der
hiufigen Anwendung zur Konservierung von ELISA-Komponenten zur Vorsicht mahnen.
Vermutlich ist Thimerosal nur in extremen Verdiinnungen mit POD vertraglich, eventuell
spielt auch die Reinheit (freie Quecksilberionen?) eine Rolle. Glutathion scheint als Zusatz
ungeeignet; fiir Calcium konnte keine signifikante Stabilisierungswirkung nachgewiesen
werden, obwohl in der Literatur mehrfach iiber Peroxidase-Calcium-Wechselwirkungen
berichtet wurde.



230

In einer detaillierteren zweiten MeBreihe wurden weitere Zusatzstoffe untersucht. Neben
BSA, Hiam und Tween 20 konnten auch fiir Triton X-100 und ein wasserlosliches kation-
isches Polymer gewisse Stabilisierungseffekte nachgewiesen werden. Zusitze wie Polyvinyl-
alkohol, Sorbit oder Glycerin scheinen dagegen nicht sinnvoll.

Tabelle 20: Stabilisierung von Peroxidase-Tracern (I).

Basis! Zusatz Konzentration Aktivitit [ %]2
—

PBS (pH 7.6) - - 22.6
Wasser (Grantzel) - - 6.0
PBS BSA 5g/L 57.2
PBS Hiam 10 mg/L 54.6
PBS Merthiolat ca. 50 mg/L 0.0
PBS Glutathion (red.) 5g/L 0.0
PBS Kaliumsorbat 1g/L 25.8
PBS Tween 20 ca. 2.5 g/L 46.8
PBS EDTA 2.5 g/L 6.0
PBS Natriumsulfat 42.5 g/L 27.7
Citrat-Puffer (pH 3.7) - 0.0
Citrat-Puffer Calciumchlorid ca. 5 g/L 0.0

1 puffer-Zusammensetzung siehe Experimenteller Teil

2 Messung homogen, Aktivitit (nach 7 Tagen bei Raumtemperatur und Tageslicht)
bezogen auf den hochsten Wert aller Substanzen zu Beginn der MeBreihe.

3 Es lieB sich auch bei einer kiirzeren Testdauer kein stabilisierender
Effekt durch Calcium nachweisen.

Auch hier konnte durch zuféllige pH-Wert-Abweichungen gezeigt werden, daff saure Medien
die Stabilitit von Peroxidase-Tracern stark beeintrichtigen. Ein Anteil von 10 % Losungs-
mittel kann Peroxidase langsam denaturieren. Besonders schonend zeigten sich Tetraethylen-
glycol, Ethanol, Methanol, Acetonitril und DMSO. Dagegen miissen Glyme, Aceton und
DMF als stiarker destabilisierend eingestuft werden. Diese Ergebnisse sollten bei Tracer-
synthesen beriicksichtigt werden, da besonders beim Kopplungsschritt erhebliche Losungs-
mittelkonzentrationen auftreten kénnen.
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Tabelle 21: Stabilisierung von Peroxidase-Tracern (II).

Zusatz! Konzentration [ %] Aktivitat [ %]2
Rinderserumalbumin (BSA) 10 56.5
Ham (Protoporphyrin-IX-eisen(II)chlorid) 0.001 23.8
Tween 20 1 10.7
Triton X-100 1 11.6
n-C12/C14-Alkylglucosid [453] 1 4.4
Thioglycolsiure? 1 0.0
Mercaptobernsteinsiure* 1 0.0
Ascorbinsiure’ 1 0.0
Carboxymethylcellulose (CMC) 2 4.9
Poly(dimethylamino-hexamethylen) 2 10.2
Polyvinylalkohol 2 2.5
3-Alanin 5 2.5
Sorbit 20 1.5
Glycerin 25 0.2
Tetraethylenglycol 10 3.0
Polyethylenglycol 2 4.5
Dimethylsulfoxid (DMSO) 10 0.7
Dioxan 10 0.0
Ethanol 10 2.4
Methanol 10 1.9
Aceton 10 0.1
Acetonitril 10 1.0
Dimethylformamid (DMF) 10 0.5
Dimethoxyethan (Glyme) 10 0.0

1 Enthalten in PBS (pH 7.6)

2 Messung heterogen, Aktivitit (nach 9 Tagen bei Raumtemperatur und Tageslicht)

bezogen auf den hochsten Wert aller Substanzen zu Beginn der MeBreihe.

3pH 3.7
4 pH 4.0
SpH 5.3
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Bei einer weiteren MeBreihe wurde die Konservierungswirkung verschiedener Stoffe gepriift.
Alle Ansitze zeigten im Untersuchungszeitraum von 16 Tagen keine sichtbaren mikrobiellen
Verinderungen. Die beste Erhaltung der Enzymaktivitit zeigten Thymol, Sorbinsiure,
Ethylenglycolmonosalicylat und Natriumsalicylat (in dieser Reihenfolge). Thimerosal zeigte
auch hier eine schlechte Vertraglichkeit mit Peroxidase. Thymol scheint daher das giinstigste
Konservierungsmittel zu sein.

Tabelle 22: Konservierung von Peroxidase-Tracern.

Zusatz! Konzentration [%] | Aktivitit [%]?
Sorbinsdure (Kaliumsalz) 0.1 7.0
Natriumsalicylat 0.1 2.9
Benzoesaure 0.1 0.0
Kaliumformiat 0.1 2.1
Isonicotinsaurehydrazid 0.1 4.3
Thymol 0.05 13.6
Chloressigsiure 0.05 3.2
Ethylenglycol-monosalicylat 0.1 6.3
Tod/KI 0.00025 mol/L 2.2
Thimerosal (Merthiolat) 0.005 0.1

! Enthalten in PBS (pH 7.6) mit 10 mg/L Him, 5 g/L BSA und 0.1 % Tween 20
2 Messung heterogen, Aktivitit (nach 16 Tagen bei Raumtemperatur und Tageslicht)
bezogen auf den hochsten Wert aller Substanzen zu Beginn der Mefreihe.

7.5  Stabilisierung der Substratlésung

Tetramethylbenzidin (TMB) ist zur Zeit das am empfindlichsten nachweisbare chromogene
Substrat der Meerrettich-Peroxidase. Die giinstigeren toxikologischen Daten von TMB sind
ein weiterer Grund, andere in Frage kommende Substrate wie o-Phenylendiamin, ABTS o.a.
nicht zu verwenden. Doch einen gravierenden Nachteil hat TMB: Die komplette Substrat-
16sung (Puffer, H,O, und TMB) ist nicht haltbar. Schon nach 10-20 Minuten tritt eine
meBbare Blaufirbung auf. Dies ist zwar fiir die Richtigkeit eines Immunoassays nicht
entscheidend, der dynamische MeBbereich wird jedoch eingeengt.
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Die genaue Ursache dieser spontanen Reaktion ist nicht eindeutig geklirt. Es werden photo-
chemische Prozesse oder eine katalytische Aktivitit von Verunreinigungen in Betracht
gezogen.

Um die Herstellung der Substratlosung zu vereinfachen, wurden hier Vorversuche unter-
nommen, geeignete Stabilisatoren zu finden. In Abb. 120 ist der Verlauf der Blaufirbung
aufgetragen. Man erkennt, daf§ das Substrat keineswegs quantitativ umgesetzt wird. Nur ein
kleiner Anteil des Substrats (Grofenordnung 2 %) wird spontan zum Farbstoff. Dies kdnnte
auf eine im TMB schon vorhandene Verunreinigung zuriickzufiihren sein. Eine Nachreini-
gung konnte hier Abhilfe schaffen. Es wurden jedoch Reagenzien gefunden, die die Ver-
farbung stark verlangsamen bzw. unterdriicken. So ist sowohl EDTA, als auch B-Cyclo-
dextrin hierzu geeignet. Moglicherweise sind hier zwei vollig unabhingige Mechanismen
wirksam. Fiir EDTA konnte man sich eine Komplexierung von katalytischen Schwermetall-
ionen vorstellen, B-Cyclodextrin diirfte eher eine EinschluBverbindung des TMBs oder eines
TMB-Derivats bilden. Strukturell besonders auffallend ist das deutlich unterschiedliche
Verhalten von o- und B-Cyclodextrin. Hier konnten sich tatsichlich die abweichenden
molekularen Dimensionen des Hohlraums in den Cyclodextrinen manifestieren (siehe Tabel-
le 23).

Tabelle 23: Vergleich der Dimensionen von Tetramethylbenzidin und Cyclodextrinen.

Daten aus [454] a-Cyclodextrin B-Cyclodextrin Tetramethylbenzidin
Hohlraum-Durchmesser [A] | 4.7-5.3 6.0-6.5 6,2!

Hohe des Torus [Al |79 7.9 10.62

Volumen des Hohlraums [A3] 174 262 -

1 Breite des Molekiils, Abschitzung aus energieminimierter ALCHEMY -Struktur [429]
2 1 ange des Molekiils, Abschitzung aus energieminimierter ALCHEMY-Struktur

Besonders interessant war die Verfolgung der noch zur Farbstoffbildung befahigten Gesamt-
menge im Substrat. Es wurde allgemein angenommen, da Wasserstoffperoxid eine eher
instabile Verbindung darstellt, die in kurzer Zeit entweder katalytisch zerféllt oder bei der
Oxidation von reduzierenden Stoffen verbraucht wird. Trotzden ist in 20 Tagen keine
signifikante Abnahme des Farbstoffbildungspotentials zu bemerken, und dies unabhingig von
den zugesetzen Stabilisatoren. Zusammenfassend kann gesagt werden, daf EDTA und
B-Cyclodextrin gute Additive fiir die Stabilisierung von TMB-Substratlésungen darstellen.
Als giinstiger Nebeneffekt diirfte sich die Loslichkeit von TMB in wissrigen Losungen durch
den Zusatz von (3-Cyclodextrin steigern lassen, was gelegentlich auftretende, lastige Nieder-
schlage unterbinden sollte.
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Abb. 120: Stabilisierung von TMB-Substratlosungen durch Zusiitze. Citratpuffer pH 3.8, 0.004 %
H,0,, 200 pL TMB-Stammlosung. Zusdtze ca. 10 g/L. Aufbewahrung: RT, in Klarglas bei normaler
Beleuchtung.

Eine andere Moglichkeit, das Ausfallen von TMB zu vermeiden, ist der Zusatz von Losungs-
mitteln. Zudem ist es denkbar, auf diese Weise gleichzeitig eine Konservierung des durch
mikrobiellen Befall sehr gefahrdeten Citratpuffers zu erreichen. Im folgenden Experiment
wurde immobilisierter Peroxidasetracer mit Substratldsungen ansteigender Losungsmittel-
gehalte versetzt. Aufgrund der geringen Toxizitdt und den Hinweisen in einer Arbeit von
RUPPERT et al. [359], daB insbesondere Alkohole in médBigen Konzentrationen keine Hemm-
wirkung im ELISA zeigen, wurde Ethanol als Losungsmittelzusatz gewdhlt. Zudem wurde
teilweise eine Erhohung der Absorption durch Anteile von Solventien gefunden, was ver-
mutlich auf die Veringerung der Viskositit (bessere Durchmischung, schnellere Diffusion)
zuriickzufiihren ist. Es ist jedoch keine signifikante Erhohung der Absorption in Abb. 121
zu erkennen. Zumindest k6nnen 5 % Ethanol ohne jeden Einflu und 10 % ohne entscheiden-
de EinbuBen hinzugefiigt werden. Die Absorption ist bei 25 % Ethanol erst auf ca. 50 % des
Ausgangswerts abgesunken. Insofern steht ein breites Intervall zur Verfiigung, um die
Losungseigenschaften sowie die Stabilitit des Puffers zu verbessern.
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Abb. 121: Einflup des Ethanolgehalts auf die Farbstoffentwicklung. Antikérper: anti-POD (Sigma),
1:10.000, 200 pL, 48 h, 4 °C, Tracer: i-Pr/Cl/C3 1:40.000, 200 pL, 7 h, Entwicklung: Citrat-Puffer/-
Ethanol-Gemisch 20 ml, 100 uL H,0, (1%), 100 pL. TMB Stammldsung, 20 min, zu hohe Absorptionen,
daher bei 405 nm gemessen.

7.6  Stabilisierung des Antikorpers

Da bei der iiblichen ELISA-Konfiguration der Antikdrper nicht mit der Peroxidase in Kontakt
kommt, kann eine Stabilisierung ohne weiteres mit Natriumazid erfolgen. Azid ist sehr
wirksam, bewihrt und im Gegensatz zu Thimerosal ist auch kein diffuser Quecksilbereintrag
in die Umwelt vorhanden. Trotzdem sollte Natriumazid mit groBer Vorsicht gehandhabt
werden, da die toxikologischen Eigenschaften nicht giinstig sind.

Die Denaturierung von Antikérpern zu unterbinden ist wesentlich schwieriger und kann bei
jedem Antikorper nur individuell optimiert werden.

Besonders wichtig fiir den Anwender ist jedoch die Stabilisierung des Antikdrpers im
trockenen Zustand auf der Mikrotiterplatte. Einfaches Trocknen hat bedauerlicherweise
erhebliche Aktivititseinbufien zur Folge, die auch 100 % betragen konnen. Eine Strategie
besteht darin, zwar die Luftfeuchtigkeit stark abzusenken, um mikrobiellen Befall sicher zu
unterbinden, das vollige Austrocknen des Antikdrpers jedoch zu verhindern. Dies kann durch
das Nachbeschichten mit hydrophilen bzw. hygroskopischen Stoffen erreicht werden. Ein
Vorversuch in dieser Richtung zeigte, daB Stoffe wie Saccharose, Sorbit oder Glycerin
zumindest kurzfristig gleich wirksam sind (Abb. 122). Vielleicht wiirde ein Langzeitversuch
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noch zu einer Differenzierung fiihren. Zusitzlich zu den untersuchten Stoffen werden auch
Polymere wie Polyvinylalkohol zur Nachbeschichtung benutzt.
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Abb. 122: Stabilisierung von Antikorpern auf getrockneten Mikrotiterplatten. Antikdrper: anti-
Peroxidase (Sigma) 1:10.000, 3 d, 4 °C, 200 pL, Stabilisatoren: 50 g/L, 4fach gewaschen, 300 pL
Stabilisator, 5 min, ausgeschiittet, ausgeklopft, bei RT getrocknet, Test nach 48 h, 4fach gewaschen,
POD-Losung 1:10.000, 200 pL, 1h, 4fach gewaschen, Substrat 1:4 verd., Entwicklung 1 min.
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7.7 Interne Standards fiir die Gaschromatographie

DaB neu synthetisierte Verbindungen manchmal fiir vollig andere Zwecke niitzlich sein
kénnen, fiir die sie urspriinglich geplant waren, zeigt dieses Beispiel erneut. So konnten die
fiir die Untersuchungen zur Spacer Recognition hergestellten Atrazin-Derivate auch nach
neuen internen Standards fiir chromatographische Verfahren durchsucht werden. Hier ist es
besonders wichtig, daf die Substanzen den untersuchten Analyten moglichst dhnlich ist, ohne
jedoch Trennprobleme aufzuwerfen.

Zudem ist es vorteilhaft, fiir jeden Aufarbeitungsschritt einen eigenen internen Standard zu
verwenden, um die Kontrolle iiber das Gesamtverfahren zu verbessern. Deshalb ist eine
groBe Auswahl potentiell verwendbarer Substanzen hilfreich, besonders wenn diese entweder
vollig neu sind oder wenigstens noch nie in groferem Umfang hergestellt worden sind und
daher hochstwahrscheinlich in der Umwelt nicht vorkommen. Prinzipiell sind fiir diesen
Zweck z.B. deuterierte Verbindungen gut geeignet. Bedauerlicherweise sind diese Derivate
kommerziell und synthetisch schwer zuginglich, da die Edukte rar und teuer und die Produk-
te manchmal nicht stabil sind (Wasserstoffaustausch).

Im Bereich der klassischen Derivate bieten sich jedoch sehr gute, wenn nicht sogar bessere
Alternativen an, die um GroBenordnungen preisgiinstiger sein konnen. So kann man z.B.
Isomere von Alkyl-Derivaten herstellen. Auch die Synthese einer homologen Reihe ist hier
denkbar. Diese Verbindungen sind ausreichend dhnlich und doch gaschromatographisch gut
zu trennen. Um Kollisionen mit anderen Analyten zu vermeiden, ist in jedem Fall eine
individuelle Auswahl anzuraten.

So wurden erstmals von SCHNEIDER [455] "n-Propylatrazin" (i-Pr/Cl/n-Pr) bei der gas-
chromatographischen Bestimmung von Triazin-Herbiziden und "Methylatrazin" (i-Pr/Cl/Me)
fiir die Extraktion (Soxhlet, SPE, SFE) als interne Standards eingesetzt. Auch RUPPERT [179]
hat n-Propylatrazin erfolgreich als internen Standard fiir die Gaschromatographie verwendet.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Kinetik von Hapten-Immunoassays wurde durch Experimente sowie Computersimu-
lationen detailliert untersucht. Der Schwerpunkt lag auf der Entwicklung einfacher und
vielseitiger Verfahren, kinetische bzw. thermodynamische Konstanten mit Mikrotiterplatten
zu messen. Besonders interessant diirfte eine neue Methode der Bestimmung der Gleich-
gewichtskonstante auf der Grundlage der Ermittlung des Testmittelpunkts sein, die ohne
radioaktiv markierte Analyten auskommt. Auch fiir die Messung der Dissoziationskonstante
des Antikérper-Hapten-Komplexes wurde eine neue Methode vorgestellt. Den Enzym-Tracer
betreffend wurde gefunden, dal keine einfache Kinetik vorliegt. Die Hypothese, daB die
adsorptive Bindung des Tracers an der Mikrotiterplatte eine wichtige Rolle fiir den Verlauf
eines ELISAs spielt, konnte durch zahlreiche Experimente untermauert werden. Mit Hilfe
von numerisch simulierten Immunoassays wurden Wege zur Entwicklung neuer Testkon-
figurationen aufgezeigt. Zudem konnten mit Daten aus Computersimulationen einige unklare
Effekte erklart werden.

Mit zahlreichen neu synthetisierten Hapten-Derivaten konnten Struktur-Wirkungsbeziehungen
aufgestellt werden, die einige "Regeln" im Immunoassaybereich in einem neuen Licht
erscheinen lassen. So konnte gezeigt werden, daB im Gegensatz zu oft geduBerten Ver-
mutungen, stark bindende Tracer keine negative Auswirkungen auf die Empfindlichkeit von
ELISAs haben miissen. Im Gegenteil, hohe Traceraffinititen haben einen giinstigen Einflufl
auf die Stabilitit der Komplexe bei Waschvorgédngen und fiilhren zu hoheren Absorptionen
bzw. schnelleren Entwicklungsvorgangen.

In einem dhnlichen Kontext sind Untersuchungen zur Spacer-Erkennung ("Bridge Recogni-
tion") zu sehen. So wurde eine homologe Reihe von Spacerderivaten in ihren Kreuzreak-
tionen vermessen. Es konnte eindeutig nachgewiesen werden, daf} hervorragende Antikorper
eine extrem hohe Affinitit zu Spacerderivaten haben konnen. Auch die weit verbreitete
Ansicht, daB homologe Systeme zu EmpfindlichkeitseinbuBien fiihren wiirden, konnte in
keinem Fall bestitigt werden. Die haufig publizierten Erfolgsmeldungen bei heterologen
Systemen konnen hiufig auf ein experimentelles Artefakt zuriickgefiihrt werden, da die
Immunoassays bei identischen und nicht bei optimalen Tracerkonzentrationen durchgefiihrt
wurden. Die optimale Konzentration ist nicht bei jedem Tracer identisch, sondern von der
Traceraffinitit abhdngig.

Es konnte demonstriert werden, dafl sog. "Briickenantikérper” einen Sammelbegriff ver-
schiedener Phanomene bilden. Es wird die Hypothese formuliert, da es (mindestens) zwei
unterschiedliche Arten "Briickenantikdrper" gibt, erster und zweiter Art. Briickenantikdrper
1. Art binden Spacerderivate mit hoheren Affinititen als den Analyten. Wie bei Unter-
suchungen zur "Bridge Recognition" gezeigt werden konnte, ist diese Eigenschaft positiv zu
werten, da sie oft mit hoher Sensitivitit korreliert ist. Dagegen haben "Briickenantikdrper"
2. Art sehr unangenehme Folgen. Es werden Eichkurven mit niedriger Steigung und/oder
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hoher "unspezifischer" Bindung erhalten. In der vorliegenden Arbeit kénnen erstmals starke
Argumente prasentiert werden, daf} diese Briickenantikorper 2. Art nichts mit Spacern oder
Briicken zu tun haben. Sie wurden in den untersuchten Fillen von verunreinigten Haptenen
(Tracer) oder labelbindenden Antikorpern verursacht. Alle Merkmale der "Briickenanti-
korper" (2. Art) konnten durch intensive Reinigung des Haptens bzw. Reinigung des Serums
vollstindig beseitigt werden. Insofern ist hier der Ausdruck "Briickenantik6rper" nicht
gerechtfertigt.

Zum Thema Sensitivitit konnte mit unterschiedlichsten Ansitzen gezeigt werden, daB im
ELISA-Normalfall die Affinitdt des Antikdrpers zum Analyten die ultimative Begrenzung
darstellt. Dies bedeutet, da auch mit sehr subtilen Methoden (z.B. zur Signalverstirkung)
keine Verbesserung der Nachweisgrenze gelingt. Die einzig effektive Strategie ist die
Herstellung neuer Antikdrper. Da dieser Weg iiber das sehr komplexe und nur fragmentarisch
verstandene Immunsystem lduft, wurden hier Regeln formuliert, die sich aus der Erfahrung
fiir diese Arbeit durchgefiihrter und vieler publizierter Inmunoassays ableiten. Diese Regeln
sind sicherlich nicht als unumstoBliche Naturgesetze zu verstehen, sondern eher als Anhalts-
punkt, die nach dem jetzigen Stand der Technik bessere Variante auszuwihlen. Es wurde
gezeigt, daB Immunoassays mit vollig unterschiedlichen Priorititen optimiert werden konnen.
So konnen ELISAs erheblich beschleunigt werden, wenn kinetische Aspekte beriicksichtigt
werden. Im Gegensatz zu mehrfach verdffentlichten Theorien, daB verkiirzte Inkubations-
zeiten zu erheblichen EinbuBen der Selektivitit fithren wiirden, konnte experimentell belegt
werden, daB dies zumindest allgemein nicht richtig ist. Es konnten keine signifikanten
Verinderungen der Selektivitit beobachtet werden. Diese scheinbar widerspriichlichen Ergeb-
nisse konnten mit Hilfe von Computersimulationen in ein Modell integriert werden.

Es zeigte sich, daB die Selektivitit eines Immunoassays nur in sehr engen Grenzen verédndert
werden kann. Hier gilt sinngemaf das im vorherigen Abschnitt iiber Sensitivitit gesagte. Nur
ein verbesserter Antikorper kann eine grundlegende Verbesserung der Selektivitit bringen,
was die Wichtigkeit einer sorgfiltigen Planung und Synthese von zur Immunisierung ver-
wendeten Haptenderivaten unterstreicht. Der Schwerpunkt der Investitionen sollte auf diesem
priméren Sektor liegen, da Méngel des Antikorpers spéter nur in sehr bescheidenem Ausmal
ausgeglichen werden konnen. Es gibt in Einzelfillen Moglichkeiten die Selektivitit gezielt
zu verindern. Es ist z.B. gelungen, durch Protonierung von kreuzreagierenden Substanzen
(mit héherem pK,-Wert) diese Storung fast quantitativ auszuschalten. Der Grad der Selektivi-
tatsinderung konnte mit erstaunlicher Genauigkeit aus dem Protonierungsgrad der Analyten
berechnet und damit prognostiziert werden. Aus diesen Ergebnissen kann man auch die
bisher vollig unterschitzte Bedeutung der Protonierung von Analyten, Immunogenen und
Tracern ableiten. So kann z.B. nicht erwartet werden, daB eine Immunisierung mit Amid-
Derivaten eine hohe Empfindlichkeit fiir den Carbonsdure-Analyten (negativ geladen) ergibt.

Mit Computersimulationen konnte gezeigt werden, daf es neue Moglichkeiten gibt, ELISAs
zu konstruieren, die einen Summenparameter angeben. Dies kann wahrscheinlich realisiert
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werden, wenn man ein assoziationslimitiertes Regime erreicht. In diesem Fall werden die
Affinititskonstanten weitgehend irrelevant.

Bei einem Versuch, monoklonale Triazin-Antikorper herzustellen, wurden 4 Klone gefunden,
die in Sensitivitidt und Selektivitit mit den besten bisher bekannten monoklonalen Triazin-
antikérpern vergleichbar sind. Dies wurde mit einem modifizierten Screening-Verfahren
erreicht, das auf der Grundlage einer Tracer-Mischung aus zehn Komponenten aufbaut.
Dieses Screeningverfahren hat sich als sehr selektiv gezeigt, alle positiven Antikorper waren
prinzipiell analytisch interessant. Zudem wurde ein Test fiir die Alltagstauglichkeit der
Antikorper eingebaut, der aus der Messung der Kreuzreaktion zu Huminsduren besteht. Dies
soll vermeiden, daB fiir analytikuntaugliche Antikérper (matrixempfindlich) aufwendige
Charakterisierungsprozeduren durchgefiihrt werden.

Im Laufe dieser Arbeiten wurden zahlreiche Triazinderivate fiir Struktur-Untersuchungen
synthetisiert, die u.a. zur Herstellung von Enzymtracern verwendet wurden. Auf diese Weise
konnten Immunoassays, die bisher zur Kontrolle des strengen Trinkwassergrenzwerts von
0.1 pg/L nicht geeignet waren, so optimiert werden, da sie heute fiir Routineprojekte
eingesetzt werden bzw. den Grenzwert ohne Probleme erfassen konnen.

Es konnte ein neuer hydrophiler Spacer synthetisiert werden, der u.a. bei schwerldslichen
Haptenen oder zur verbesserten immunologischen Prisentation angewendet werden kann. Der
weitgehende Zwang zur Verwendung von Alkylspacern ist mit diesen gut zugénglichen
Derivaten aufgehoben, bei denen auch Anwendungen aufBerhalb der Immunologie denkbar
sind.

Zudem konnten zahllose Verbesserungen im Zusammenhang mit der Durchfiihrbarkeit von
ELISAs erreicht werden, z.B. Stabilisierung und Konservierung von Puffern, Antikérpern,
Substratlosungen und Tracern. Dies macht sich weniger in den analytischen Kenndaten eines
Tests bemerkbar, als im Aufwand, der fiir einen ELISA notwendig ist. Diese Uberlegungen
haben besonders hohe Bedeutung, wenn ein Immunoassay aus dem reinen Forschungslabor
in die Applikation bzw. die Routineanalytik ibernommen werden soll oder eine Kommerziali-
sierung geplant ist.
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VI. AUSBLICK

Es muB betont werden, da die Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Immunoassays den
Anwendungen weit hinterher hinkt. Dies erkennt man z.B. daran, daB in vielen Bereichen
noch Experimentalvorschriften aktuell sind, die Jahrzehnte alt sind. Die Entwicklung von
ELISAs ist auch heute noch in gewissem MafBe eine "Kunst" geblieben, was die theoretischen
Defizite klar aufzeigt. Die eher auf kurzfristige Erfolge ausgerichtete Forschungsférderung
hat sicherlich ihren Beitrag zu dieser unerfreulichen Entwicklung geleistet. So werden lieber
zahllose neue Immunoassays mit Standardverfahren hergestellt, als daB grundlegende Proble-
me angegangen wiirden.

Es lassen sich momentan sechs interessante Bereiche der Immunoassay-Entwicklung er-
kennen: Klassische ELISAs, die zu hochentwickelten und voll- oder teilautomatisierten
Laborsystemen ausgebaut werden, stehen in direkter Konkurrenz zu etablierten instrumen-
tellen Verfahren. Doch darf dieser Gegensatz nicht zu scharf gesehen werden, was man schon
daran sieht, daB es erste Versuche zur Kopplung von ELISAs mit chromatographischen
Verfahren (Immunodetektor) gibt. Auch die umgekehrte Variante wird angewendet: So
konnen Immunosiulen zu einem sehr schnellen und effektiven "Clean-up" von Proben
herangezogen werden, die letztlich aber instrumentell analytisch untersucht werden. Eine
weitere Sparte bildet die Entwicklung von Schnelltests (Teststreifen u.d.), die auch der
analytische Laie anwenden soll. Der Schwangerschaftstest aus der Apotheke ist hier sicherlich
das bekannteste Beispiel und zeigt eindringlich, daB8 extreme Vereinfachungen der Hand-
habung durchaus moglich sind, wenn hier auch sehr subtil konstruierte Systeme notwendig
sind. Ein bisher weniger erfolgreiches Gebiet bildet der Bau von Immunosensoren. Die
meisten Systeme sind wenig langzeitstabil, unempfindlich, langsam, nur begrenzt regenerier-
bar (wenn iiberhaupt) und kompliziert im Aufbau und in der Anwendung. Hier miissen noch
erhebliche Fortschritte gemacht werden, bis der Traum der Immunosonde in Erfiillung gehen
kann. Gleichfalls noch von einem Durchbruch entfernt ist die Idee, Immunoassays zu
Multianalyt-Verfahren zu erweitern. Es fehlen z.B. ausreichend zahlreiche Antikorper, die
in hoher Qualitit zur Verfiigung stehen miissen. Hier sind Basistechnologien wie die gentech-
nologische Herstellung von Antikdrpern gefragt. Sollte sich auf diese Weise die Gewinnung
von Antikorpern stark vereinfachen, konnen fiir viele heute noch kaum vorstellbare Anwen-
dungsbereiche Immunoassays entwickelt werden.
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VII. EXPERIMENTELLER TEIL
1 Verwendete Gerite

8-Kanal-Spektrophotometer (Reader) fiir Mikrotiterplatten (SLT, Overath, TR 400)
8-Kanal-Waschgerit (Washer) fiir Mikrotiterplatten (SLT, Overath, EAW II plus)
Orbital-Schiittler fiir Mikrotiterplatten (SLT, Overath, EAS 2/4)

Vibrationsschiittler fiir Mikrotiterplatten (Institut Virion, Wiirzburg)

8-Kanal-Pipette 50-200 uL (Dynatech, Denkendorf, S8/200)

12-Kanal-Pipette 50-200 uL (Dynatech, Denkendorf, $12/200)

Mikrotiterplatten, Flachboden, hohe Bindungskapazitit, (Greiner, Niirtingen, 655061)
UV-Reaktor zur Wasserreinigung, DOC < 1 ppb (Gréntzel, Karlsruhe)

Multipette (Eppendorf, Hamburg, 4780)

Varipetten 10..100 ul, 100..1000 ul (Eppendorf, Hamburg, 4710)
UV-VIS-Spektrophotometer DU 650 (Beckman Instruments, Fullerton, USA)
Gelchromatographie-Saulen PD-10, Sephadex G-25M (Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden)
Dialysierschlauch Visking, Typ 27/32 (Roth, Karlsruhe, 1784.1)

Fractogel TSK HW-40 (F) (14982, Merck, Darmstadt)

Parafilm M, 4 x 250 ft., (American National Can, Greenwich)
Schmelzpunktbestimmungsapparat nach Dr. Linstrom (Wagner & Munz, Miinchen)
Elektronisches Thermometer, THERM 2280-3 (Ahlborn, Holzkirchen)
Kernresonanzspektrometer, JNM GX 270, FT NMR Spectrometer (JEOL)
Diinnschicht-Fertigfolien, POLYGRAM SIL G/UV,s, (Macherey-Nagel, Diiren, 805021)
Nano-Platten SIL-20 UV,s, zur DC, 5x5 cm (Macherey-Nagel, Diiren)

Zentrifuge Biofuge 17RS mit Winkelrotor 1379 (Heraeus Sepatech, Osterode)
GC-MSD: HP 5890 Serie II mit massenselektivem Detektor HP 5971

(Hewlett Packard, Palo Alto, CA)

GC-NPD: HP 5890A mit Stickstoff/Phosphor-selektivem Detektor, NPD

(Hewlett Packard, Palo Alto, CA)

2 Verwendete Chemikalien

Aceton, rein (24201, Riedel-de Haén)

Acetonitril, for Chromatography (8257, Baker)

B-Alanin, 3-Aminopropansdure, puriss. p.a. (05160, Fluka)
n-C12/C14-Alkylglucosid, techn. (Henkel)

Ameisensdure, puriss. p.a., 98% (06440, Fluka)

Ametryn, 98% (35918, Charge 93140, Riedel-de Haén)
6-Aminocapronsdure, 6-Aminohexansdure (07260, Fluka)
11-Aminoundecansdure (801228, Merck-Schuchard)
Ammoniaklésung, ca. 25%, rein, (05003, Riedel-de Haén)
Ammoniumsulfat, puriss. p.a. (09980, Fluka)
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Ascorbinsiure, Microselect >99.5% (95209, Fluka)

Atraton, 96.5% (E103200, Charge 70429, Ehrenstorfer)

Atrazin, 98.4% (E103300, Charge 80816, Ehrenstorfer)
Benzoesiure, puriss. p.a. >99.5% (12349, Fluka)

Butylamin, puriss. (19480, Fluka)

t-Butylamin, puriss. p.a. >99.5% (19520, Fluka)
t-Butylmethylether, MTBE, purum (20252, Fluka)
Calciumchlorid Hexahydrat, purum p.a. (21110, Fluka)
Carboxymethylcellulose, Natriumsalz, >99.5% (21901, Fluka)
Chloressigsaure, puriss. p.a. (24510, Fluka)

Citronensédure, p.a. (27847, Fluka)

Cyanurchlorid, purum (28620, Fluka)

a-Cyclodextrin Hydrat (85,609-6, Aldrich)

B-Cyclodextrin Hydrat (85,608-8, Aldrich)

Cyclopentylamin, purum (29830, Fluka)

Cyclopropylamin, purum (29940, Fluka)

Desethylatrazin, 97.1% (E103310, Charge 71020, Ehrenstorfer)
Desisopropylatrazin, 98.5% (E103320, Charge 70211, Ehrenstorfer)
1,8-Diaminooctan, z. Synth. > 98% (806916, Merck-Schuchard)
1,3-Diaminopropan, puriss. >99% (33250, Fluka)

Dichlorprop, Pestanal (35717, Riedel-de Haén)
Dicyclohexylcarbodiimid, 99 % (60310, Riedel-de Haén)
Diglycolsidureanhydrid, techn. (37083, Fluka)
Dikaliumhydrogenphosphat, Microselect (60354, Fluka)
Dimethoxyethan, Glyme, purum (38570, Fluka)
N-(Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid Hydrochlorid, EDC, purum (03450, Fluka)
N,N-Dimethylformamid, DMF, >99.5% (40250, Fluka)
Dimethylsulfoxid, DMSO, puriss. p.a. (41640, Fluka)
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat, Microselect (71644, Fluka)
2,4-Dinitrophenylessigsiure, pract. (42200, Fluka)

Dioxan, p.a. (42512, Fluka)

Di-(N-succinimidyl)-carbonat, DSC, purum (43720, Fluka)
Essigsdure, puriss. p.a., >99.5% (45730, Fluka)
Essigsdureethylester, p.a. >99.5% (9623, Merck)

Ethanol, absolut, zur Analyse (32205, Riedel-de Haén)
Ethylamin, 70% in Wasser (820024, Merck-Schuchard)
Ethylenglycolmonosalicylat, purum >98% (03830, Fluka)
2,2’-(Ethylendioxy)-diethylamin, purum (03739, Fluka)
Ethylenglycol, reinst >99% (949, Merck)
Ethylquecksilberthiosalicylsdure, Natriumsalz, Thimerosal, Merthiolat (11340, Serva)
Gelatine, gemahlen, weifl (Rump & Flerlage)
Glutarsiuredihydrazid, >96% (G 420-9, Aldrich)

Glutathion, reduziert (4090, Merck)
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Glycerin, zur Synthese (818709, Merck-Schuchard)
Glycin, >99% (50050, Fluka)

Him, Himin >99% (51280, Fluka)

Himocyanin, aus Helix pomatia (A 24446, Serva)
Hexylamin, purum (53131, Fluka)

Huminsédure Natriumsalz, depur (7824, Roth)
N-Hydroxysuccinimid, purum (56480, Fluka)
Iod-Losung, 0.05 mol/L (57664, Fluka)
Isonicotinsdurehydrazid, purum (58980, Fluka)
Isopropylamin, puriss. (59320, Fluka)

Kaliumcarbonat, puriss. p.a. (60109, Fluka)
Kaliumdihydrogencitrat, p.a. (60215, Fluka)
Kaliumdihydrogenphosphat, Microselect (60219, Fluka)
Kaliumformiat, Microselect, >99.5% (60246, Fluka)
Kaliumsorbat (S-1751, Sigma)

KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin (H2133, Sigma)
L-Lysinmonohydrochlorid, >99% (62930, Fluka)
Mercaptobernsteinsdure, zur Synthese (820763, Merck)
3-Mercaptopropionsdure, puriss. (63770, Fluka)

~ Methanol, HPLC (M/4056/17, Fisons)

Methylamin, 35% in Wasser (822091, Merck-Schuchard)
2-Methylmercapto-4,6-dichlor-1,3,5-Triazin, MDT (Geschenk der Degussa AG, Wesseling)
Molekularsieb, 3 A (5704, Merck)

Natriumazid, p.a. (6688, Merck)

Natriumcarbonat, Microselect (71345, Fluka)

Natriumchlorid, Microselect (71378, Fluka)

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat, Microselect (71502, Fluka)
Natriumdodecylsulfat, Natriumlaurylsulfat, Biochemica >98% (71729, Fluka)
Natriumhydrogencarbonat, Microselect (71627, Fluka)

Natriumperiodat, Microselect (71859, Fluka)

Natriumtetraborat Decahydrat, Borax, Microselect (71999, Fluka)
Natriumsalicylat, puriss. p.a. >99.5% (71945, Fluka)

Natriumsulfat wasserfrei, puriss. p.a. (71960, Fluka)

Ninhydrin, p.a. (6762, Merck)

Pentylamin, purum (77060, Fluka)

Peroxidase, aus Meerrettich, fiir EIA, ca. 1000 U/mg, ABTS (814407, Boehringer)
Phosphorylchlorid, zur Synthese (822339, Merck-Schuchard)
Poly(dimethylamino-hexamethylen), Ionen C 6 (Bayrol)

Polyethylenglycol 20000 (9732, Merck)

Polymertrdger VA-Epoxy (39354, Riedel-de Haén)

Polyvinylalkohol 49000 (81383, Fluka)

Propazin, 99.5% (E164400, Charge 91211, Ehrenstorfer)

n-Propylamin, zur Synthese (807477, Merck-Schuchard)
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Pyren, 99+ % (18,5551-5, Aldrich)

Pyrenbuttersdure, >97% (82655, Fluka)

Pyridin, puriss. p.a. >99.8% (82702, Fluka)
Rinderserumalbumin, BSA (11930, Serva)

Saccharose, Raffinade (Siidzucker)

Salzsidure >37% p.a. (30721, Riedel-de Haén)
Schwefelsiure 95-97 %, puriss. p.a. (84720, Fluka)
Simazin >99% (35780, Charge 5100, Riedel-de Haén)
Sorbinsiure, Kaliumsalz (S-1751, Sigma)

D(-)-Sorbit, reinst (7758, Merck)

Terbuthylazin, 99.9% (173000, Charge 90426, Ehrenstorfer)
Terbutryn, 98% (35869, Charge 91070 Riedel-de Haén)
Tetraethylenglycol, pract. >97% (86662, Fluka)
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin, research grade (35926, Serva)
Thioglycolsdure, zur Analyse (700, Merck)

Thymol, >99% (89330, Fluka)

Titriplex III, EDTA, p.a. (8418, Merck)

Toluol, p.a. >99.5% (8325, Merck)

Triethylamin, puriss. p.a. (90340, Fluka)

Triton X-100 (93420, Fluka)

Triethylamin, puriss. p.a., >99.5% (90340, Fluka)
Triphenylchlormethan, Tritylchlorid, purum (93000, Fluka)
Tween 20 (93773, Fluka)

Wasserstoffperoxid, p.a. >30% (95300, Fluka)

Firmenverzeichnis (Chemikalien)

Aldrich Chemie, 7924 Steinheim
Baker, Deventer (Niederlande)

Bayrol, 8033 Martinsried

Boehringer Mannheim, 6800 Mannheim 31
Degussa, 6450 Hanau 1

Dr. Ehrenstorfer, 8900 Augsburg
Fluka Feinchemikalien, 7910 Neu-Ulm
Henkel, 4000 Diisseldorf

E. Merck, 6100 Darmstadt

Riedel-de Haén, 3016 Seelze

Carl Roth, 7500 Karlsruhe

Dr. T. Schuchard, 8011 Hohenbrunn
Serva Feinbiochemica, 6900 Heidelberg
Sigma Chemie, 8024 Deisenhofen
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3 Verzeichnis der Antikorper und Tracer

Bezeichnung (Typ, Tier, Inmunogen/Hapten)

AK 13
AK 15
AK 19

S84

CWOoNr
C193
C10

K1F4
K1All
P6A7
K4E7

Ciba 21-1
Ciba 85-3
Ciba 77-20
NMI 118
NMI 54
NMI 21
NMI 71
V1

16.89

No. M 5899

No. A-4416 (pAK, Ziege, Maus-IgG, POD-Konjugat)

No. P-5774

(pAK, Kaninchen, Ametrynsulfoxid)
(pAK, Kaninchen, Ametrynsulfoxid)
(pAK, Kaninchen, Ametrynsulfoxid)

(pAK, Schaf, i-Pr/Cl/C6)

(pAK, Kaninchen, i-Pr/Cl/C6)
(pAK, Kaninchen, i-Pr/Cl/C6)
(pAK, Kaninchen, H/Cl/C6)

(mAK, Maus, Ametrynsulfoxid)
(mAK, Maus, Ametrynsulfoxid)
(mAK, Maus, i-Pr/Cl/Cl)
(mAK, Maus, Et/Cl/C6)

(mAK, Maus, i-Pr/Cl/C5)
(mAK, Maus, i-Pr/OH/CS)
(mAK, Maus, i-Pr/OH/CS)

(mAK, Maus, "MIX10")
(mAK, Maus, "MIX10")
(mAK, Maus, "MIX10")
(mAK, Maus, "MIX10")

(mAK, Maus, i-Pr/Et/C6)

(pAK, Kaninchen, Pyrenbuttersdure)

(pAK, Ziege, Maus-IgG)

(pAK, Ziege, Peroxidase)

Hersteller (et al.)

Hock [191]
Hock [191]
Hock [191]

WUST [196]

WITTMANN [456]
WITTMANN [197]
WITTMANN [195]

GIERSCH [201]
GIERSCH [201]
GIERSCH [47]

GIERSCH [457]

SCHLAEPPI [187]
SCHLAEPPI [187]
SCHLAEPPI [187]

MANGLER [458]
MANGLER [458]
MANGLER [458]
MANGLER [458]

VERSCHOOR [203]
KNOPP [304]
SiIGMA Chemie GmbH

SIGMA Chemie GmbH
SIGMA Chemie GmbH
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Struktur (POD-Tracer)

i-Pr/Cl/C6
t-Bu/Et/3MPS
i-Pr/Et/3MPS
i-Pr/SMe/C6
i-Pr/Cl/C6-C2
i-Pr/Cl/C6-C6
i-Pr/Cl/C11
i-Pr/OH/C6
i-Pr/CI/EDA-DGS
t-Bu/Et/C6
t-Bu/Et/C6 (mono)
i-Pr/Et/C6
H/Cl/C6
H/Cl/C11
i-Pr/OH/C6
i-Pr/Cl/C3
c-Pr/Cl/C6
c-Pentyl/Cl/C6
t-Bu/C1/C6
Et/Cl/C6
Pyrenbutterséure

interne Bezeichnung

W-T014A, W-PODO1A
TMP

AMP

AC

GS

DS

Cl1

W-TO13A

W-THYOA

W-T100A
W-MONOOA
W-TRAC63
W-E046A, W-DATOA
W-DEC11A
W-TO13A

W-T005C
W-TRAC61, W-TRAC69
W-TRAC68
W-TRAC62
W-TRACT1

W-E070, E0740A
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4 Puffer und Stammlosungen

Coating-Puffer (pH 9,6):

Na,CO4 15 mmol 1,59 ¢
NaHCO, 25 mmol 293 g
NaN, 3 mmol 0,20 g
Wasser (UV-behandelt)* ad 1000 ml

Phosphat-Puffer (PBS, pH 7,6):
NaH,PO,:2H,0 10 mmol 1,56 g
Na,HPO,-2H,0 70 mmol 12,46 ¢

NaCl 145 mmol 8,50¢g
Wasser (UV-behandelt)® ad 1000 ml
Waschpuffer-Konzentrat 1:60 (PBS-Tween, ca. pH 7.6):
KH,PO, 43.3 mmol 5,89¢g
K,HPO, 375 mmol 65,32 ¢
NaCl 873 mmol 51,0g
Sorbinsédure, Kaliumsalz 0,2g
Tween 20 30,0 ml
Wasser (UV-behandelt)* ad 1000 ml
Substratldésung (pH ca. 3,8):
KH,-Citrat 200 mmol 46,04 g
Sorbinsdure, Kaliumsalz 0,1g
Wasser (UV-behandelt)” ad 1000 ml

TMB-Stammldsung:

Tetramethylbenzidin 0,375 g
Dimethylsulfoxid 5,0 ml (Vorldsen)
Methanol 25,0 ml (Auffiillen)

Wasserstoffperoxidlosung:
Wasserstoffperoxid 30% 3,3ml
Wasser (UV-behandelt)* ad 100 ml

*Wasser fiir die HPLC (0.4.) ist gleichermaBen geeignet.
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5 Standard-Testvorschriften
5.1 ELISA

Coaten: Eine Mikrotiterplatte (MTP) mit 96 Kavititen wird mit je 200 uL Antikorperldsung
(1:20.000 in Coatingpuffer) gefiillt. Dann wird die Platte einige Minuten auf den Orbital-
schiittler gestellt, um eine gleichmaBige Benetzung der Kavititen zu gewahrleisten. Die Platte
wird z.B. mit Parafilm gegen Verdunstung und Verschmutzung geschiitzt. Das Coating kann
entweder 3 bis 12 Stunden bei Raumtemperatur oder 12 bis 48 h bei ca. 4 °C durchgefiihrt
werden. Schritte, die von der Raumtemperatur abweichen, sind besonders hdufig die Ursache
fiir einen "Randeffekt" und sollten daher gemieden werden. Auch benachbarte Trocken- oder
Brutschrinke, Sonnenbestrahlung, Luftzug etc. kénnen zu ungleichméBigen Temperaturen in
der MTP fiihren. Nach Ablauf der Coatingdauer wird die Platte in einem "Washer" von
ungebundenen Reagenzien befreit.

Als Waschfliissigkeit hat sich ein verdiinnter PBS-Puffer mit Tween-Zusatz bewéhrt. Noch
anhaftende Fliissigkeitsreste miissen durch Ausklopfen auf nichtfusselnden Tiichern entfernt
werden. Es muB darauf hingewiesen werden, daB ungleichmiBiges Austrocknen der Platte
vollig unreproduzierbare Ergebnisse verursacht. Daher sollte das Pipettieren ziigig, aber ohne
Hast erfolgen.

Fiir monoklonale Antikorper, die nicht ausreichend an der Platte adsorbiert werden (zu hoher
Fremdproteingehalt bei Zellkulturiiberstinden), muf die Platte mit Anti-Antikérper-Seren
(z.B. Anti-(Maus-IgG)) vorgecoatet werden (Coating-Puffer). Nach dem Waschen erfolgt das
Nachcoaten mit dem analytbindenden Antikdrper (PBS). Dann folgt wiederum ein Wasch-
schritt.

Vorinkubation: Jeweils 200 uL der Probe bzw. der Eichlosung werden in die Kavititen
pipettiert. Die Proben miissen unbedingt auf Raumtemperatur gebracht werden. Triibungen
haben voéllig unvorsehbare Effekte zur Folge und miissen durch Filtration oder besser
Zentrifugation beseitigt werden. Wasserproben, die einen hohen Gehalt an Calcium-Ionen
enthalten, fiihren mit Phosphatpuffer zu Niederschldgen. In diesem Fall ist es ratsam (vor-
beugend) ausreichende Konzentrationen EDTA zuzusetzen [459]. Die Reihenfolge ist be-
liebig, auch die Aufteilung der Platte kann nach ZweckmaBigkeit erfolgen. Es hat sich
bewihrt, die MTP mit den wichtigsten Daten seitlich zu beschriften und mit Hilfslinien auf
den Stegen zu unterteilen, um Verwechslungen und Fehlpipettierungen zu minimieren. Wenn
die letzte Kavitit gefiillt ist, beginnt die Vorinkubationszeit, die in der Regel dazu dient, ein
"Vorgleichgewicht" einzustellen und damit alle Unterschiede der Pipettierreihenfolge auszu-
gleichen. Auch hier ist die Verwendung eines Schiittlers vorteilhaft. Bei kurzen Vorinkubatio-
nen ist eine Abdeckung nicht erforderlich.
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Inkubation: Sodann wird die Tracerlosung vorbereitet, indem PBS-Puffer mit z.B. 0.1 %
BSA versetzt wird der Tracer darin 1:50.000 verdiinnt wird. Mit der Zugabe des Tracers
(100 L) beginnt die zeitkritische Phase. Der Tracer muf} unbedingt im gleichen Zeit-Schema
zugegeben werden, wie der "Washer" die Platten wieder entleert. Um moglichst wenig
Diskriminierungsprobleme zwischen vorderen und hinteren Spalten zu bekommen, sollte der
Washer die Platte ziigig durchwaschen ("Plate-Mode"). Besitzt man einem 8-Kanal-Washer,
so bietet sich die Verwendung einer 8-Kanal-Pipette an. Ein bisher nicht ideal geldster Punkt
ist die Durchmischung. Da zwei unterschiedliche Fliissigkeiten in einer Kavitit vorhanden
sind, ist eine gute Durchmischung essentiell. Wartet man aber mit dem Mischen, bis man die
ganze Platte pipettiert hat, so werden die ersten Spalten relativ frither geschiittelt, als die
letzten. Minimiert wird dieses Problem durch heftiges Pipettieren, das an sich schon einen
betrachtlichen Mischeffekt haben kann (Vorsicht, nicht spritzen!). Eine weitere Losung ist
die Verwendung eines Vibromischers. Man stellt die Platte direkt auf den Mischer und
pipettiert wihrend des Betriebs. Durch die geringe Amplitude dieser Gerite ist ein Pipettieren
problemlos moglich. Auf jeden Fall sollte iiber die ganze Inkubationszeit geschiittelt werden,
um Konzentrationsgradienten abzubauen. Die Kontrolle der Tracerinkubationszeit ist aus
unterschiedlichsten Griinden notwendig, u.a. wird der Testmittelpunkt durch die Inkubations-
zeit beeinfluBt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird wieder gewaschen, wobei der Zeitpunkt
des Waschens, das genaue Ende der Inkubationszeit definiert. Auch hier ist ein Ausklopfen
anhaftender Fliissigkeit ratsam.

Das Waschen kann durchaus auch manuell (ohne automatischem Washer) erfolgen. In
bestimmten kritischen Fillen kann manuelles Waschen sogar bessere Ergebnisse liefern, da
die Fliissigkeit iiber den Rand der Kavititen lauft und damit auch versehentlich verspritzten
Tracer entfernt. Zum manuellen Waschen wird die Platte im Ausgufi mit einer schnellen
Handbewegung gestiirzt und geleert. AnschlieBend wird Waschpuffer aus einem Becherglas
auf die Platte gegossen, bis jede Kavitit gefiillt und die Oberfliche vollstindig mit Puffer
benetzt ist. Das Leeren und Fiillen wird noch dreimal wiederholt. Dann wird die Platte mit
einem Tuch griindlich abgetrocknet (Boden muf} "optisch" sauber sein) und ausgeklopft.

Entwicklung: Das Substrat mufl unmittelbar vor dem Pipettieren frisch bereitet werden, da
sonst eine langsame, spontane Blaufdarbung auftritt. Man legt 25 ml Substratpuffer vor und
gibt 100 uL Wasserstoffperoxidlésung hinzu. Dann 148t man 200 (bis 500) uL TMB-Losung
unter starkem Riihren langsam einflieBen. Eintropfen oder rasches Zugeben ist zu vermeiden,
da sonst aus der lokal iibersittigten Losung TMB ausfallen kann, das nicht mehr in Losung
gebracht werden kann. In diesem Fall (Triibung) sollte die Losung neu angesetzt werden.
Tritt das Problem erst in der Mikrotiterplatte auf, so kann man die Platte nochmals waschen
und neues Substrat zugeben. Die Zugabe des Substrats (200 uL) erfolgt gleichfalls unter
genauer Zeitkontrolle. D.h. die Spalten bzw. Reihen der Platte werden in festen Zeitabstian-
den mit Substratlosung gefiillt und mit den gleichen Zeitabstinden abgestoppt. Auch hier ist
kontinuierliches Schiitteln von Vorteil.
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Treten bei einer MTP auffallige "Flecken", d.h. einzelne Kavititen mit ungewdhnlich hohen
Absorptionen auf, so ist meistens ungeniigendes Waschen die Ursache. Die Platte kann
einfach durch erneutes Waschen (evtl. manuell mit einem Becherglas Waschpuffer) oft
gerettet werden. Sind streifenformige UnregelmiBigkeiten vorhanden, so kann es sich u.a.
um einen Randeffekt handeln (z.B. Temperatur ungleichmiBig) oder um ein Problem mit dem
"Washer" (Dispensiernadel verstopft). Fehlende Farbentwicklung bei optimierten Tests ist
fast immer auf vergessene Reagenzien (oder falsche Konzentration) zuriickzufiihren. Bewihrt
hat sich die Angewohnheit, von Tracer und Substrat jeweils eine Probe aufzubewahren bis
der Test erfolgreich abgeschlossen ist. Treten Probleme auf ("keine Farbe"), so kann der
Fehler leichter lokalisiert werden. Vermischt man Tracer und Substrat, so sollte sich rasch
eine kréftige Blaufarbung einstellen. Geschieht das nicht, so kann man das Substrat durch
Zugabe von Peroxidase und den Tracer durch Zugabe von frischem Substrat {iberpriifen.
Sollte nur das Substrat fehlerhaft gewesen sein, so kann wiederum durch nochmaliges
Waschen der Entwicklungsschritt wiederholt werden.

Ein hartnidckiges Problem stellt der mikrobielle Befall des Substratpuffers dar. Da Citronen-
sdure héufig biotechnologisch (unter unsterilen Bedingungen) aus Melasse mittels des
Schimmelpilzes Aspergillus niger hergestellt wird [460], ist es wahrscheinlich, daB Ver-
. unreinigungen aus dem Produktionsprozef eine Kontamination der Citrat-Puffer verursachen.
Aus zahlreichen Vorversuchen ging Sorbinsiure als effektivster Konservierungsstoff hervor.
Daher wird dem hier verwendeten Substratpuffer Sorbinsdure zugesetzt (siehe S. 249).

Abstoppen: Nach ca. 5 bis 40 min kann die Reaktion abgestoppt werden. Die Entwicklungs-
dauer kann durchaus im obigen Zeitrahmen der Farbstoffentwicklung angepafit werden. Das
Abstoppen erfolgt mit 100 uL verdiinnter Schwefelsdure genau nach demselben Zeitschema
das zum Pipettieren des Substrats verwendet wurde. Vor der Messung mu8) die Platte wieder
ausreichend geschiittelt werden. Eine Platte, deren Farbstoffentwicklung hinter den Erwartun-
gen zuriickbleibt, sollte auf jeden Fall spétestens nach ca. 45 min abgestoppt werden, da die
Peroxidase langsam ihre Aktivitit verliert. Langere Entwicklungszeiten erhdhen nur noch den
unspezifischen Anteil der Farbentwicklung. Platten, deren maximale Absorption < 0.5
betrdgt, sollten nicht unbesehen verworfen werden. Die statistische Auswertung ergibt oft,
daBl auch bei niedrigen Absorptionen verldfliche Eichkurven erhalten werden kénnen, denn
die Absorptionsmessung ist selten fehlerbestimmend.

Messung: Die abgestoppten MTP sollten alsbald vermessen werden, da der entstehende
gelbe Farbstoff nicht vollig stabil ist. Sinnvoll erscheint eine Messung bei zwei Wellen-
lingen, wobei eine Wellenldnge in einem schwach absorbierenden Bereich liegen sollte.
Durch die Subtraktion der Absorption der Referenzwellenlinge werden kleine optische Fehler
der MTP ausgeglichen. Es hat sich bewihrt, von jeder Platte die Rohdaten auszudrucken.
Auf diese Weise konnen eventuell spéter entdeckte Probleme am einfachsten zuriickverfolgt
werden.
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Auswertung: Fiir Routineanalysen reichen viele der Programme vollig aus, die den "Rea-
- dern" mitgeliefert werden. Mochte man jedoch weitgehendste Kontrolle iiber Daten und
Auswertung, so empfiehlt sich der Weg iiber ASCII?!-Dateien, die bei dem verwendeten
"Reader" zuginglich sein sollten. Die ASCII-Rohdaten kann man in fast jedes Programm
laden, das eine Auswertung von numerischen Daten erlaubt. In den meisten Fillen sind
Replikate mit n=3 angemessen, wobei sich die Verwendung des Medians statt des iiblichen
arithmetischen Mittels bewihrt hat.

S.2  Pseudohomogener Test

Der pseudohomogene Test basiert im Prinzip auf den gleichen Vorgingen, wie sie im
Standard-ELISA ablaufen. Der Unterschied ist, daf man eine zweite Platte bendtigt, die mit
Anti-Antikorper-Serum beschichtet wurde. Begonnen wird jedoch in einer Platte, die mit
BSA oder dhnlichem geblockt wurde. Dann werden 100 uL Probe und anschlieBend 100 xL
Tracer (PBS/BSA) zugegeben. Nach griindlichem Mischen gibt man 100 uL des analyt-
bindenden Antikérpers (PBS) zu. Man schiittelt und wartet die Inkubationszeit ab. Danach
wird ein konstanter Anteil (200 L) des Platteninhalts auf die gerade gewaschene anti-
Antikorper-Platte iibertragen. Nach kurzer Nachinkubation wird gewaschen und wie iiblich
entwickelt.

53 Inverse Eichkurven

Auch inverse Eichurven werden mit einer Methode erhalten, die der Standardprozedur in
vielen Punkten dhnelt. Man beginnt den Test wie iiblich bis zur Tracerzugabe. Nur statt
Tracer gibt man das BSA-Triazin-Konjugat zu. Nach einer Inkubation und einem Wasch-
schritt gibt man je 200 uL Tracer zu. Nach einer weiteren Inkubation wird wieder gewaschen
und entwickelt.

5.4  Dissoziationsexperimente (Tracer)

Man coatet Platten wie oben beschrieben. Dann gibt man 200 bis 300 L Tracer (PBS/BSA)
zu und inkubiert mindestens 12 Stunden um ein quasi-Gleichgewicht zu erhalten. Dann
werden die einzelnen Plattenspalten zeitprogrammiert gewaschen, wobei der Waschschritt den
Beginn der Dissoziation festlegt. Die schon vorher gewaschenen Spalten werden bei weiteren
Waschschritten wieder mitgewaschen, was [T] = 0 weitgehend garantiert. Problematisch sind
eventuelle Aktivititsverluste des Enzyms. Ein Abwaschen des Antikorpers ist dagegen bei
gut vorgewaschenen Platten nicht zu befiirchten.

21 Weit verbreitetes Standard-Datenformat.
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5.5 Dissoziationsexperimente (Analyt)

Die Platte wird wie bei der Standardprozedur mit Eichstandards vorinkubiert, wobei die
Konzentrationen reihenweise zunehmen (8 Konzentrationen). Dann wird eine grofiere Menge
Tracer vorbereitet und in eine Vorratsflasche des Washers gefiillt. Nach dem Spiilen der
Schliduche ("Rinse"-Modus) mit Tracer kann die erste Spalte gewaschen werden. Nach einem
Zeitprogramm dhnlich wie bei Tracer-Dissoziationsexperimenten werden die folgenden
Spalten gewaschen. Nach der letzten Spalte wird die Platte durch ruckartiges Stiirzen geleert
und am besten manuell mit einem groBen Becherglas voll Waschpuffer griindlich gewaschen.
Dieser Vorgang entscheidet iiber die kiirzeste mdgliche Dissoziationsdauer. Nach dem
Waschen wird wie iiblich entwickelt.

5.6 Assoziationsexperimente (Tracer)

Eine MTP wird gecoatet wie in der Standardvorschrift beschrieben. Um ein Austrocknen zu
vermeiden, werden jeweils 100 uL PBS vorgelegt. Dann wird nach Zeitprogramm Tracer
zupipettiert. Da dies in jeder Kavitit einzeln geschehen kann, stehen 96 unterschiedliche
Inkubationszeiten zur Verfiigung. Zwischen jeder Tracerzugabe (oder simultan) sollte
geschiittelt werden. Am Ende wird die Platte am besten manuell schnell und griindlich
gewaschen und entwickelt.

5.7 Tracer-Bindungsverhalten

Die MTP werden wie iiblich mit Antikdrpern beschichtet. Dann werden 200 uL PBS vor-
gelegt (Schiitteln). Je 50 uL der stabilisierten (BSA, Hdm) Enzymtracer, deren Konzentration
iiber die Soret-Bande auf ungefihr 1-10® mol/L eingestellt wurden, werden ziigig zugegeben.
Nach einer standardisierten Inkubationszeit von 30 min (Schiitteln) wird gewaschen und
entwickelt.

5.8 Screening von monoklonalen Antikérpern

MTP werden mit 200 uL. Anti-Maus-IgG (1:5000) 12 h gecoatet und gewaschen. Diese
vorbeschichteten Platten konnen gegebenenfalls auch getrocknet aufbewahrt werden
(vgl. S. 235). Die getrockneten Platten sollten vorgewaschen werden. Dann wird in jede
Kavitit 200 uL Zellkulturiiberstand gefiillt. Falls vorhanden erhalten einige Kavititen PBS-
Losungen von bekannten Referenzantikérpern. Diese konnen mindestens 1:400 verdiinnt
werden. Die Antikorper werden 1 h schiittelnd inkubiert. (Falls weitere Tests geplant sind,
kann der Platteninhalt auch auf eine weitere Anti-Maus-IgG-Platte iibertragen werden.) Die
beschichtete Platte wird gewaschen und mit 200 uLL MIX10-POD-Tracer 1:10.000 fiir 20 min
inkubiert. Nach maschinellem Waschen kann ein manueller Waschschritt angefiigt werden,
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um Tracer-Spritzer sicher zu entfernen. Dies empfiehlt sich besonders, falls keine Replikate
gemessen werden. Die Entwicklung wird nach der Standardvorschrift vorgenommen.

5.9 Stabilisierung (Tracer)

Der i-Pr/Cl/C6-Tracer W-PODO1C wurde 1:200.000 im jeweiligen Stabilisierungspuffer
verdiinnt. Davon wurden 50 uL in einer Mikrotiterplatte vorgelegt. Dazu kommen 200 pL
des iiblichen Substrats (25 mL Substratpuffer pH 3.7, 100 uL H,0,-Losung und 200 uL
TMB-Lésung). Die Platte wurde kurz geschiittelt und im Kinetik-Modus bei 620 nm (492 nm
Referenzwellenliinge) vermessen. Von den 50 Datenpunkten (Zeitinkrement 20 s) wurde ein
linearer Abschnitt von 10 Punkten zur Berechnung der Steigung herangezogen.

5.10 Messung der Enzymaktivitit (Peroxidase)

1 L PBS wird mit 100 mg BSA versetzt. Je 10 mL werden in kleine Schnappdeckelgldschen
gefiillt. Die Peroxidase-Tracer (A3 =1.0) werden 1:100.000 verdiinnt. Dies kann z.B. in
zwei Stufen (20 uL in 10 mL, dann 50 xL in 10 mL) durchgefiihrt werden. Von der ver-
diinnten Tracerlosung werden 100 uL in einer Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 200 uL
Substrat versetzt. Nach kurzem, intensivem Durchmischen (Riittler) wird die Entwicklung
des blauen Farbstoffs bei 620 nm (Referenzwellenlinge 492 nm) im Kinetikmodus des
Readers verfolgt. Zur Auswertung werden 30 Punkte des linearen Teils der Kurve verwendet.
Die Steigung ist proportional zur Enzymaktivitit. Eine Umrechnung in "units" ist nicht
moglich und meistens auch nicht erforderlich. Wenn Standard-"units" bendtigt werden, muB
ein entsprechender Standard-Test (z.B. mit ABTS) verwendet werden.
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6 Synthesen

6.1  Synthesevorschrift fiir symmetrische Triazine:
Et/Et/Cl (Simazin) und Me/Me/Cl.

30 g (163 mmol) Cyanurchlorid werden in 100 mL Glyme (Dimethoxyethan) gelost. Lang-
sam werden 52.4 mL (652 mmol) 70%iges Ethylamin unter Riihren zugetropft. Die
Mischung wird nach 1 h fiir 30 min auf 30 °C erwdrmt. Dann werden 300 ml kaltes,
demineralisiertes Wasser zugegeben. Der weifle Niederschlag wird abfiltriert, in DMSO
umkristallisiert (Simazin) und mit Aceton nachgewaschen (Simazin). Fiir besser 16sliche
Derivate ist auch Umkristallisieren in Methanol geeignet. Eine dhnliche Vorschrift wurde von
SCHNEIDER [461] zur Synthese der symmetrischen Cyclopropyl- und Cyclopentyl-Deriva-
te verwendet.

Gesamtausbeute Simazin (M, 201.7): 23.5 g (71.5 %). Fp. (1. Frakt.) 228 °C (225-227 °C [462]),
DC ()22 R;=0.42, GC-MSD? RTime 10.33 min, m/z=201 (186, 173)

Ausbeute Me/Me/Cl (M, 173.6): 1. Frakt. 1.3 g (27.6 %) Fp. 294-296 °C, DC (I) R;=0.24,
GC-NPD?* RTime 17.95 min, GC-MSD RTime 9.84 min, m/z=173 (144)

6.2  Synthesevorschrift A fiir unsymmetrische Triazine:
i-Pr/Et/Cl (Atrazin) und t-Bu/Et/Cl (Terbuthylazin).

10 g (54 mmol) Cyanurchlorid werden in 100 mL Aceton geldst und auf -10 °C abgekiihlt.
9.3 mL (108 mmol) Isopropylamin werden mit 20 mL Aceton gemischt, vorgekiihlt und
langsam unter starkem Riihren zugetropft. Die Temperatur soll nicht iiber 0 °C steigen. Die
Wirmetonung ist eine gute Kontrolle iiber den Verlauf der Reaktion. Steigt die Temperatur
nach Zugabe von Amin nicht mehr an, ist das erste Aquivalent Chlor des Cyanurchlorids
verbraucht. Die Temperatur kann mittels eines elektronischen Thermometers (Auflosung
0.1 °C) verfolgt werden. Nach dieser ersten Reaktionsstufe wird die Mischung kalt ab-
filitriert und der Riickstand mit Aceton nachgewaschen. Das Filtrat wird unter Rithren mit
8.7 ml (108 mmol) 70%igem Ethylamin versetzt und langsam auf 30 °C angewarmt. Nach
1 h wird mit einem Streifen feuchtem pH-Papier auf einen UberschuB des Amins gepriift. Ist
keine Base mehr vorhanden, so sollte Ethylamin nachdosiert werden. Die Reaktionsmischung

22 yorschriften zur Diinnschichtchromatographie (DC) siche Abschnitt 7 dieses Kapitels.
Abkiirzungen und Erkldrungen der Begriffe siehe Kapitel VIII und IX.

23 Die GC-MSD-Untersuchungen wurden dankenswerterweise von Herrn C. Zwiener
durchgefiihrt.

24 Die GC-NPD-Untersuchungen wurden freundlicherweise von Herrn R. J. Schneider
durchgefiihrt.



VII. EXPERIMENTELLER TEIL 257

wird mit 300 mL kaltem demin. Wasser versetzt. Der weifle Niederschlag wird abfiltriert und
in Methanol umkristallisiert.

Variante: Fiir teure Amine kann ein Aquivalent des Amins, das als Base verbraucht wird,
z.B. durch Triethylamin ersetzt werden.

Atrazin (M, 215.7): Fp. (1. Frakt.) 173 °C (175-177 [462]), DC (I) R;=0.72, DC (Il) R;=0.53,
DC (II) R;=0.79, DC (IV) R;=0.85, DC (VI) R;=0.31, DC (VII) R;=0.93, GC-MSD RTime
10.42 min, m/z=215 (200, 173).

Terbuthylazin (M, 229.7): Fp. 177 °C (177-179 [462]), DC (I) R;=0.76, DC (II) R;=0.42, DC (IV)
R;=0.85, GC-NPD RTime 21.96 min.

6.3  Synthesevorschrift B fiir unsymmetrische Triazine:
i-Pr/n-Pentyl/Cl ("n-Pentylatrazin").

10 g (54 mmol) Cyanurchlorid werden mit 250 mL tert-Butylmethylether versetzt und auf
-10 °C abgekiihlt. 9.3 mL (108 mmol) Isopropylamin werden mit 100 mL demin. Wasser
gemischt, vorgekiihlt und langsam eingetropft. Die Temperatur soll nicht iiber 0 °C steigen.
Nach der Zugabe des Amins wird noch 30 min weitergeriihrt. Der Kolbeninhalt wird im
Scheidetrichter getrennt und die etherische Phase mit Gemisch aus 12.7 mL (108 mmol)
Pentylamin und 100 mL demin. Wasser langsam versetzt. Die Temperatur sollte unter 30 °C
bleiben. Es wurde bei Raumtemperatur iiber Nacht weitergeriihrt. Die etherische Phase wird
abgetrennt, mit Natriumsulfat getrocknet und einrotiert. Das Produkt kann vorteilhaft in
Methanol umkristallisiert werden.

Gesamtausbeute "n-Pentylatrazin” (M, 257.8): 13 g (93.3%). Fp. 1. Frakt. 89.5-92 °C, DC (I)
R{=0.79, DC (II) R¢=0.65, DC (IIl) R;=0.83, GC-NPD RTime 28.14 min, GC-MSD RTime
11.97 min, m/z=257 (242, 228, 214, 200, 187, 172, 158).

6.4  Synthesevorschrift C fiir unsymmetrische Triazine:
i-Pr/Et/Cl (Atrazin).

20 g (108 mmol) Cyanurchlorid werden mit 250 mL tert-Butylmethylether versetzt und auf
-10 °C abgekiihlt. 9.3 mL (108 mmol) Isopropylamin werden mit 100 mL Wasser gemischt,
vorgekiihlt und langsam zugetropft. Die Temperatur darf O °C nicht ibersteigen. 45 g
(326 mmol) Kaliumcarbonat werden in 150 mL demin. Wasser gelost, vorgekiihlt und
langsam zugetropft (T < 0 °C). Die Mischung wird 1 h kriftig weitergeriihrt. Dann werden
8.67 mL (108 mmol) 70%iges Ethylamin mit 20 mL demin. Wasser gemischt und langsam
zugetropft. Nach mehreren Stunden Riihren bei Raumtemperatur (liber Nacht) hat sich ein
weifler Niederschlag in der etherischen Phase gebildet. Die Mischung wird abfiltriert und die
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etherische Phase abgetrennt und einrotiert. Das Produkt (Filterkuchen und Riickstand) kann
gut in Methanol umkristallisiert werden.

Rohausbeute i-Pr/Et/Cl, Atrazin (M, 215.7): 21.3 g (91.4 %), Fp. 1. Frakt. 175 °C (175-177 [462]),
DC (I) Rg=0.72, DC (II) R¢=0.53, DC (III) R;=0.79, DC (IV) R{=0.85, DC (VI) R;=0.31, DC (VII)
R;=0.93, GC-MSD RTime 10.42 min, m/z=215 (200, 173).

Rohausbeute i-Pr/Me/Cl,"Methylatrazin" (M, 201.7): -, Fp. 1. Frakt. 160-162 °C, DC (I) R;=0.69,
DC (II) R;=0.44, GC-NPD RTime 19.52 min, GC-MSD RTime 10.16 min, m/z=201 (186).

Ausbeute i-Pr/n-Pr/Cl,"n-Propyl-Atrazin" (M, 229.7): 1. Frakt. 1.7 g 27.4 %), Fp. 157-159 °C,
DC (I) R=0.76, DC (II) R(=0.57, GC-NPD RTime 21.99 min, GC-MSD RTime 10.91 min,
m/z=229 (214, 200, 187, 172, 158).

Ausbeute i-Pr/n-Bu/Cl, "n-Butyl-Atrazin" (M, 243.7): 1. Frakt. 1.5 g (11.4 %), Fp. 108 °C, DC (II)
R;=0.63, GC-NPD RTime 26.42 min, GC-MSD RTime 11.46 min, m/z=243 (228, 214, 200, 187,
172, 158).

Ausbeute i-Pr/n-Hexyl/Cl, "Hexylatrazin" (M, 271.8): 1. Frakt. 2.3 g (31.2 %), Fp. 90-92 °C, DC (1)
R¢=0.80, DC (II) R;=0.68, GC-NPD RTime 37.14 min, GC-MSD RTime 12.47 min, m/z=271 (256,
242, 228, 214, 200, 187, 172, 158).

6.5  Synthese von i-Pr/Et/1,3DAP ("1,3-Diaminopropyl-Atrazin")

3 g (14 mmol) Atrazin, 10 mL (120 mmol) 1,3-Diaminopropan und 50 mL Wasser werden
1 h zum Sieden erhitzt. Die Mischung wird an der Luft partiell eingedunstet und mit halb-
konzentrierter Natriumsulfat-Losung versetzt, um eine Phasentrennung zu erleichtern. Nach
einer kurzen Zentrifugation wird die 6lige Schicht abpipettiert, in Methanol aufgenommen,
mit Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Die Mischung wird auf Kieselgel 60 (KorngroBe
0.063 bis 0.200 mm, Sdule 25 cm, ¢ 4.2 cm) mit basischem Laufmittel (80 Vol% Ethanol,
10 Vol% Ammoniaklosung (25 %ig), 10 Vol% dest. Wasser) gereinigt. Durch Diinnschicht-
chromatographie auf Kieselgel 60 F,s5, (HPTLC) werden die Fraktionen ermittelt, die reines
Produkt enthalten. Diese Fraktionen werden vereinigt und vom Losungsmittel befreit. Eine
analoge Synthese wurde mit 1,8-Diaminooctan durchgefiihrt.

Ausbeute i-Pr/Et/1,3DAP (M, 253.4): 485 mg (13.7 %), Fp. 48 °C, DC (VIII) R;=0.54, GC-MS:
m/z=254.

Ausbeute i-Pr/Et/1,8DAO (M, 323.5): 480 mg (10.6 %), Fp. - (zihfliissig), DC (VIII) R;=0.78.
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6.6  Synthese von t-Bu/Et/C6 und i-Pr/Et/C6
(aus t-Bu/Et/Cl (Terbuthylazin) bzw. i-Pr/Et/Cl (Atrazin))

10 g (44 mmol) Terbuthylazin werden in 20 mL DMSO aufgelost. 10 g (76 mmol) 6-Amino-
hexansdure und 10 g (72 mmol) Kaliumcarbonat werden in 150 mL demin. Wasser geldst.
Die Terbuthylazin-Losung wird unter starkem Riihren in die wissrige Losung gegeben. Die
triibe Mischung wird mindestens 1 h am Sieden gehalten. Wenn eine diinnschichtchromato-
graphische Kontrolle einen weitgehenden Umsatz zeigt, wird die Reaktion abgebrochen. Die
abgekiihlte Mischung (basisch) wird mit tert-Butylmethylether mehrfach ausgeschiittelt. Die
Extrakte werden verworfen. Dann wird die wassrige Losung mit Eisessig oder Ameisensdure
auf pH 3-4 gebracht und wieder mit tert-Butylmethylether extrahiert. Da auch Triazine
protoniert werden konnen, ist der optimale pH-Wert von grofier Bedeutung. Im Einzelfall
kann Extraktion bei verschiedenen pH-Werten angebracht sein, um die Ausbeute zu erh6hen.
Die Extrakte werden vereinigt, getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel
befreit. Wiederholtes Auflosen und Ausethern erbringt einen guten Reinigungseffekt.

Ausbeute t-Bu/Et/C6 (M, 324.4): 1. Fraktion 3.1 g (21.7 %) Fp. 119-123 °C, DC (I) R(=0.12, FAB-
MS? (Matrix: G/TG): m/z=325 M* +H).

6.7 Synthese von i-Pr/Et/C6 (aus i-Pr/Cl/C6)

2.6 g (8.6 mmol) i-Pr/Cl/C6 werden mit 7 mL (86 mmol) 70%igem Ethylamin versetzt und
mit 10 mL Wasser am RiickfluB erhitzt. Nach 30 min werden weitere 3 mL (37 mmol)
Ethylamin zugegeben. Es wird weitere 60 min am Sieden gehalten. Nach dem Abkiihlen wird
mit 300 mL Wasser aufgefiillt, mit Eisessig leicht angesduert und mit tert-Butylmethylether
Produkt extrahiert. Eine Reinigung des o6ligen Produkts kann entweder durch wiederholte
Umfillung in Aceton bzw. Wasser erreicht werden oder (besser) durch Aufldsen in basischer
Losung und Ausethern. |

Rohausbeute i-Pr/Et/C6 (M, 310.4): 1.2 g (45.0 %), Fp. 96 °C, MS(EI): (200 °C) m/z=310 (295,
215).

6.8 Synthese von i-Pr/Cl/C6 und analoger Triazincarbonsiiuren

10 g Cyanurchlorid (54 mmol) werden in 50 mL Glyme gel6st und auf -10 °C abgekiihit.
9.3 mL (108 mmol) Isopropylamin werden mit 10 mL Glyme gemischt und vorsichtig unter
starkem Riihren zugetropft. Die Temperatur soll nicht iiber 0 °C steigen. Die Mischung wird
30 min bei 0 °C geriihrt, kalt abfiltriert und mit Glyme nachgewaschen. 7.11 g (54 mmol)

25 Die FAB-MS- sowie die (EI-)MS-Messungen wurden dankenswerterweise von Frau
B. Silbernagel (TU Miinchen) durchgefiihrt.
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6-Aminohexansdure werden mit 20 g (145 mmol) Kaliumcarbonat vermischt und in 50 mL
demin. Wasser gelost. Die wissrige Losung wird zum Filtrat gegeben und 2 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Dann wird fiir 1 h auf 30 °C erwarmt. Die Losung wird mit ca. dem
gleichem Volumen Wasser versetzt und der pH-Wert mit Eisessig auf ca. 3 eingestellt. Der
weille Niederschlag wird abfiltriert und z.B. in Glyme umkristallisiert. Weiteres Produkt
kann durch Wasserzugabe oder Extraktion mit tert-Butylmethylether gewonnen werden.
Auflosen und Ausethern fiihrt zu einem guten Reinigungseffekt.

Rohausbeute i-Pr/C1/C6 (M, 301.8): 12,4 g (76.1 %), Fp. 1. Frakt. 172-174 °C (161-162 °C [193]),
%C: 47.9 (th. 47.8) %H: 7.0 (th. 6.7) %N 23.3 (th. 23.2), DC (I) R;=0.58, DC (II) R;=0.48,
DC (IV) R;=0.77, DC (VI) R;=0.35, DC (VII) R;=0.91, MS(EI): m/z=301 (286, 265, 242, 228,
214, 200, 187, 172, 158), FAB-MS (Matrix: G/TG): m/z=302 (M* +H).

Ausbeute t-Bu/Cl/C6 (M, 315.8): 9.3 g (54.5 %) Fp. 1. Frakt. 167 °C, DC (I) R;=0.59, FAB-MS
(Matrix: G/TG): m/z=316 (M* +H).

Ausbeute c-Pentyl/Cl/C6 (M, 327.8): 7.5 g (42.4 %) Fp. 1. Frakt. 180 °C.

6.9 Synthese von i-Pr/Cl/C3

15 g (81 mmol) Cyanurchlorid werden mit 150 mL tert-Butylmethylether versetzt und auf
-10 °C abgekiihlt. 7.7 mL (90 mmol) Isopropylamin und 12.4 g Kaliumcarbonat werden in
20 mL Wasser und 10 g Eis geldst und langsam zugetropft (T < 0 °C). Nach 30 min wird
die wissrige Phase abgetrennt. Zur organischen Phase gibt man eine Mischung aus 12 g
(135 mmol) B-Alanin (3-Aminopropanséure), 15 g (109 mmol) Kaliumcarbonat und 50 mL
demin. Wasser. Bei 30 °C wird eine Stunde, bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Die
Mischung wird mit Ameisensiure angesduert und mit tert-Butylmethylether ausgeethert. Das
Rohprodukt kann in Methanol/Acetonitril/Wasser umkristallisiert werden.

Ausbeute i-Pr/CI/C3 (259.6): 1. Frakt. 1.1 g (5.2 %), Fp. 279-281.5 °C, DC (I) R;=0.47.

6.10 Synthese von c-Pr/Cl/C6 (teure Amine)

5 g (27 mmol) Cyanurchlorid werden in 25 mL Glyme geldst und auf -10 °C abgekiihlt.
1.9 mL Cyclopropylamin und 4 mL Triethylamin werden mit 20 mL Glyme gemischt,
vorgekiihlt und langsam unter Temperaturkontrolle und starkem Riihren zugetropft. 5 g
Aminohexansiure werden mit 10 g Kaliumcarbonat gemischt und in 25 mL demin. Wasser
gelost. Diese Losung wird bei 0-10 °C zugetropft und die Reaktionsmischung fiir 1 h auf
30 °C erwiarmt. Dann wird Wasser zugegeben (75 mL) und mit Eisessig vorsichtig ange-
sduert. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in Glyme umkristalli-
siert.

Ausbeute c-Pr/Cl/C6 (M, 299.8): 1. Frakt. 2.9 g 35.8 %), Fp. 165 °C.
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6.11 Synthese von Et/Cl/C6 (gasformige Amine)

5 g (27 mmol) Cyanurchlorid werden in 100 mL Aceton gelost und auf -10 °C abgekiihlt.
100 mL Ethylamin (70% in Wasser) werden mit 100 mL Aceton gemischt und mit Natrium-
sulfat getrocknet. Ca. 12 ml des Filtrats wird langsam zur Cyanurchloridldsung getropft. Die
Temperatur soll 0 °C nicht iibersteigen. Der Endpunkt kann leicht an der Wiarmeténung der
Reaktion erkannt werden. Die Mischung wird kalt abfiltriert. Das Filtrat wird mit einer
Losung aus 50 mL Wasser, 20 g Kaliumcarbonat und 6-Aminohexansdure vermischt. Der
Kolben wird auf 30 °C erwdrmt. Nach 2 h wird eine diinnschichtchromatographische
Kontrolle durchgefiihrt. Wenn die Reaktion eine ausreichende Menge Produkt ergeben hat,
wird die Mischung mit Wasser versetzt und mit Ameisensiure auf ca. pH 3 gebracht. Der
Niederschlag wird in Glyme/Wasser mit Kaliumcarbonatzusatz wiederaufgenommen und mit
verdiinnter Ameisensdure ausgefallt. Eine weitergehende Reinigung kann durch Ausethern
erreicht werden.

Ausbeute Et/C1/C6 (M, 287.8): 1. Frakt. 1.3 g (16.7 %) Fp. 141.5 °C (140.5-142.5 °C [193]), FAB-
MS (Matrix: NBA): m/z=288 (M™* +H).

6.12 Synthese von i-Pr/Cl/C6-C6

1000 mg (3.3 mmol) i-Pr/Cl/C6 werden mit 1000 mg Natriumsulfat, 418 mg (3,63 mmol)
NHS und 17 mL Glyme (trocken) versetzt. Zu der triben Mischung, die auf < 0 °C
abgekiihlt wurde, werden 681 mg (3.3 mmol) DCC (allergen!) zugegeben. Nach 1 h Riihren
1aB8t man sich die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwidrmen. Der ausfallende
Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert. 952 mg (7.26 mmol) 6-Aminohexansiure werden mit
1002 mg (7.26 mmol) Kaliumcarbonat in 4 mL demin. Wasser geldst und zu der NHS-Ester-
Mischung gegeben. Nach mehreren Stunden Rithren wird mit verd. Essigsdure angesduert
und der Niederschlag abfiltriert und gewaschen. Das Produkt kann in Glyme umkristallisiert

werden.

Rohausbeute i-Pr/Cl/C6-C6 (M, 414.9): 700 mg (51.1 %), Fp. 154-156 °C, DC (Il R;=0.39,
DC (IV) R;=0.47, MS(EI): (250 °C) m/z=414 (286).

6.13 Synthese von i-Pr/Cl/C6-C2

1000 mg (3.3 mmol) i-Pr/Cl/C6 werden mit 1000 mg Natriumsulfat, 418 mg (3.63 mmol)
NHS und 10 mL DMF versetzt. Die Mischung wird auf -5°C abgekiihlt. Dann werden
681 mg (3.3 mmol) DCC (Allergen!) zugegeben und es wird 2 h bei < 0 °C sowie iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Ausfallender Dicyclohexylharnstoff sollte abfiltriert oder
abzentrifugiert werden. 497 mg (6.63 mmol) Glycin (2-Aminoethansdure) und 916 mg
(6.63 mmol) Kaliumcarbonat werden in 30 mL Wasser gelost. Die NHS-Ester-Losung wird
unter starkem Riihren in die wassrige Losung eingetropft. Nach 2 Tagen bei Raumtemperatur
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wird filtriert und mit verd. HCl angeséduert. Der weifle Niederschlag wird abfiltriert und mit
Wasser nachgewaschen. Das Produkt kann in Glyme umkristallisiert werden.

Rohausbeute i-Pr/C1/C6-C2 (M, 358.8): 500 mg (42.2 %), Fp. 174 °C, DC (I) R;=0.08, DC (III)
R=0.31, DC (IV) R;=0.31, FAB-MS (Matrix: G/TG): m/z=359 (M™* +H), FAB-MS (Matrix: NBA):
m/z=381 (M* +Na?3).

6.14 Synthese von i-Pr/Cl/C11

5 g (27 mmol) Cyanurchlorid werden mit 50 mL tert-Butylmethylether versetzt. 7 ml
(81 mmol) Isopropylamin und 10 mL Wasser werden vorsichtig zu der auf -15 °C abgekiihl-
ten Cyanurchloridlosung getropft. Nach 30 min Riihren wird eine Mischung aus 8.3 g
(41 mmol) 11-Aminoundecansdure, 11.3 g (82 mmol) Kaliumcarbonat, 50 mL Methanol und
100 mL demin. Wasser zugegeben. Der Ansatz wird eine Stunde bei 45 °C geriihrt und
weitere 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die Reaktionsmischung wird mit Ameisensdure
angesduert und langsam eingedunstet. Der Niederschlag wird abgenutscht, mit Wasser
gewaschen und in Acetonitril/DMSO/Methanol/Wasser umkristallisiert.

Ausbeute i-Pr/Cl/C11 (M, 371.8): 1. Frakt. 5.6 g (55.8 %), Fp. 142-144 °C, DC (I) R(=0.67,
MS(ED): m/z=371 (356, 312, 298, 284, 270, 256, 242, 228, 214, 200, 187, 172, 158).

6.15 Synthese von i-Pr/SMe/C6

11.4 g (58.1 mmol) Dichlor-thiomethyl-triazin (MDT) werden in 30 mL Toluol gelost.
12 mL (140 mmol) Isopropylamin werden mit 20 mL demin. Wasser gemischt und langsam
zugetropft. Die Temperatur soll 50 °C nicht libersteigen. Die organische Phase wird abge-
trennt, mit Wasser gewaschen und mit einer Losung aus 10.5 g (80 mmol) 6-Aminohexan-
sdure, 22.1 g (160 mmol) Kaliumcarbonat und 40 mL demin. Wasser gemischt. Unter
starkem Riihren werden die Reaktanden fiir 1 Stunde auf 90 °C erhitzt. Die abgekiihlte
Mischung wird mit 50 mL Wasser und 50 mL tert-Butylmethylether versetzt. Die etherische
Phase wird verworfen. Die wissrige Phase wird mit Eisessig angesduert und mit tert-Butyl-
methylether ausgeschiittelt. Diese etherische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und
einrotiert. Der Riickstand wird in Methanol/Wasser umkristallisiert. Das Rohprodukt wird
in 20%igem Methanol mit Kaliumcarbonatzusatz gelost, zweimal mit tert-Butylmethylether
gereinigt, mit Ameisensdure angesduert und wieder mit tert-Butylmethylether extrahiert.

Ausbeute i-Pr/SMe/C6 (M, 313.4): 1. Frakt. 11.9 g (65.5 %), Fp. 80-88 °C, DC (I) R;=0.46,
MS(EI): (200 °C) m/z=313 (298, 254, 240, 226, 212, 198, 184, 170).
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6.16 Synthese von i-Pr/Et/3MPS und t-Bu/Et/3MPS

5 g (23.3 mmol) Atrazin werden in 100 mL Dioxan geldst und mit einer Losung aus 100 mL
Wasser, 2.72 mL (31.2 mmol) 3-Mercaptopropionsdure und 15 g (108 mmol) Kaliumcarbo-
nat gemischt und ca. 1 Stunde am RiickfluB gekocht. Um eine Oxidation der Schwefel-
verbindungen sicher zu unterbinden, kann der Kolben mit Stickstoff gespiilt werden. Die
Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur mit verd. HCI1 angesduert (pH ca. 1). Es bildet
sich eine geringe Menge eines gelblichen Niederschlags, der verworfen wird. Mit Kalium-
carbonatlosung wird der pH-Wert auf ca. 4 eingestellt. Der klebrige, weiBe Niederschlag
wird gewaschen und in Methanol umkristallisiert. Sowohl die Ausbeute, als auch die Reinheit
konnen durch Ausethern mit tert-Butylmethylether verbessert werden.

Rohausbeute i-Pr/Et/MPS (M, 285.4): 5.4 g (81.2 %), Fp. 1. Frakt. 168-170.5 °C (165-166 °C [193]),
DC (V) R(=0.30, MS(EI): (200 °C) m/z=285 (270, 240, 213, 198).

Rohausbeute t-Bu/Et/MPS (M, 299.4): 1.4 g (20.0 %), Fp. 1. Frakt. 130-141 °C, DC (I) R;=0.46
(verunreinigt), DC (IV) R;=0.65, FAB-MS (Matrix: G/TG): m/z=300 (M™* +H), (verunreinigt), FAB-
MS (Matrix: NBA): m/z=300 (Mt +H), (verunreinigt).

6.17 Synthese von i-Pr/OH/C6 und t-Bu/OH/C6 (vgl. [187])

1 g (3.31 mmol) i-Pr/Cl/C6 wird mit 5 mL Dioxan, 5 mL Wasser und 5 mL konzentrierter
Salzsdure versetzt. Nach mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur wird die Losung in
50 mL Wasser eingegossen. Dann wird mit Kaliumcarbonatlosung vorsichtig neutralisiert und
mit Ameisensdure auf ca. pH 3 eingestellt. Der weile Niederschlag wird abfiltriert und in
DMSO/Methanol (1:1) umkristallisiert. Das Produkt wird mit Wasser und tert-Butylmethyl-
ether gewaschen.

Ausbeute i-Pr/OH/C6 (M, 283.3): 600 mg (64 %), Fp. 238-239 °C, DC (I) R;=0.00, MS(EI):
(250 °C) m/z=283 (268, 224, 210, 182).

Ausbeute t-Bu/OH/C6 (M, 297.4): 600 mg (60 %), Fp. 172-176 °C, DC (I) R;=0.00, FAB-MS
(Matrix: G/TG): m/z=298 (M* +H).

6.18 Synthese von t-Bu/Et/OH und Et/Et/OH

200 mg t-Bu/Et/Cl (Terbuthylazin) werden in 4 mL Glyme, 1 mL dest. Wasser und 2.5 mL
konzentrierter Salzsiure geldst. Nach 3 Stunden bei Raumtemperatur wird das Produkt in
20 mL Wasser eingegossen. Es wird mit Kaliumcarbonat vorsichtig neutralisiert. Der
Niederschlag wird abfiltriert und mit destilliertem Wasser und wenig Glyme gewaschen.
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Ausbeute t-Bu/Et/OH (M, 211.3): 173 mg (94 %), Fp. 275-280 °C, DC (I) R;=0.01 (verunreinigt mit
Edukt).

Ausbeute EEYOH (M, 183.3): 143 mg (79 %), Fp. > 320 °C.

6.19 Synthese von H/Cl/C6 und H/CV/C11

10 g (54 mmol) Cyanurchlorid werden mit 100 mL tert-Butylmethylether versetzt und (z.B.
mit Methanol/Trockeneis) auf -50 °C abgekiihlt. 7.5 mL konzentrierte Ammoniaklosung
(25 %ig) werden unter starkem Riihren zugetropft. Nach 5 Minuten wird die Kiihlung
entfernt. Die Suspension wird bei ca. 0 °C filtriert (Riickstand mit 25 mL tert-Butylmethyl-
ether nachwaschen). 13.1 g (100 mmol) 6-Aminohexansdure und 27.4 g (200 mmol) Kalium-
carbonat werden bei 30 °C in 100 mL demin. Wasser gelost. Dann wird unter starkem
Riihren das etherische Filtrat zugegeben. Nach 6 Stunden Reaktionszeit (30 °C) werden die
Phasen getrennt. Die wissrige Phase wird vorsichtig mit Ameisensdure angesduert. Der
Niederschlag wird abfiltriert, mit demin. Wasser gewaschen, in 200 mL Wasser aufge-
schlimmt und mit ca. 1 M Natronlauge gerade aufgelost. Gegebenenfalls wird filtriert, dann
wird die Losung wieder angesduert. Der abfiltrierte Niederschlag wird mit Wasser ge-
waschen.

Fiir H/Cl/C11 wurden folgende Anderungen notwendig: 20.1 g (100 mmol) 11-Amino-
undecansiure werden in 27.6 mL Triethylamin, 100 mL demin. Wasser und 100 mL DMSO
suspendiert. Das Rohprodukt muf} zur Filtration in mehr Wasser (ca. 600 mL) verdiinnt
werden, ebenso beim basischen/sauren Umfdllen.

Hinweis: 11-Aminoundecansdure ist schwer loslich in Wasser und vielen Losungsmitteln.
Dagegen 10st sie sich glatt in Kalilauge (pH 14) und in verdiinnter Ameisensdure. Dieses
Verhalten kann genutzt werden, um unumgesetzte Aminocarbonsdure vom Produkt abzu-
trennen. So kann das Produkt bei pH 8 (Natriumhydrogencarbonat) extrahiert werden, ohne
die Verunreinigung 11-Aminoundecanséure zu 16sen. Umkristallisiert werden kann in DMSO.
Die heiie Losung wird filtriert und bei ca. 100 °C mit Wasser knapp iiber die beginnende
Triibung versetzt. AnschlieBend wird mit Glyme nachgewaschen.

Ausbeute H/CI/C6 (M, 259.7): 6.5 g (46.2 %), Fp. 167-170 °C, DC (I) R;=0.26, FAB-MS (Matrix:
G/TG): m/z=260 (M* +H).

Ausbeute H/CI/C11 (M, 329.8): 6.0 g (33.5 %), Fp. 1. Frakt. 156-160 °C, DC (I) R;=0.45, FAB-MS
(Matrix: G/TG): m/z=330 (M +H) (verunreinigt).
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6.20 Synthese von H/OH/C6 und H/OH/C11

2 g (7.7 mmol) H/Cl/C6 werden in einem Gemisch aus 10 mL Glyme, 10 mL Wasser und
10 mL konzentrierter Salzsdure (mind. 37 %ig) gelost. Nach 4 Stunden Reaktion bei Raum-
temperatur wird mit 100 mL Wasser verdiinnt und mit Natriumhydrogencarbonat vorsichtig
neutralisiert. Nach einigen Stunden wird abfiltriert und mit Glyme nachgewaschen. Das
Rohprodukt kann in DMSO/Wasser umkristallisiert werden. Durch Nachwaschen mit Glyme
werden letzte DMSO-Spuren entfernt.

Ausbeute H/OH/C6 (M, 241.3): 750 mg (40.4 %), Fp. 244-247 °C, DC (I) R¢=0.00 (verunreinigt).

Ausbeute H/OH/C11 (M, 311.4): 1.09 g (45.5 %), Fp. 258-264 °C, DC (I) R;=0.00 (verunreinigt).

6.21 Synthese von CI/C6/C6

10 g (54 mmol) Cyanurchlorid werden in 100 mL tert-Butylmethylether gelost. Die unlos-
lichen Bestandteile werden abfiltriert. Die klare Losung wird auf -10 °C abgekiihlt und
vorsichtig mit einer vorgekiihlten Mischung aus 7.2 g (54 mmol) 6-Aminohexansaure, 10 g
(72 mmol) Kaliumcarbonat und 50 mL demin. Wasser versetzt. Nach 30 Minuten Riihren
wird die Kiihlung entfernt. Bei ca. 10 °C werden 10 mL konzentrierte Ammoniaklosung
(25 %) zugegeben. Nach 10 Minuten wird langsam auf 30 °C erwarmt. Nach 2 Stunden wird
mit Ameisensiure angesduert und abfiltriert. Das Rohprodukt kann in
DMSO/Wasser/Kaliumcarbonat gelost und mit verd. Ameisensiure gefdllt werden. Eine
weitere Reinigung kann durch Umkristallisieren in Methanol/Aceton (1:5) erfolgen.
Hinweis: Diese Synthese war zur Herstellung eines Desalkyltriazin-Derivats geplant worden.
Die unerwartete Richtung des Syntheseverlaufs ist wahrscheinlich auf den Phaseniibergang
des Zwischenprodukts aus der organischen in die wissrige Phase zuriickzufiihren. So erfolgt
eine doppelte, statt der gewiinschten unsymmetrischen Substitution. Fiir die gezielte Her-
stellung des erhaltenen Produkts ist jedoch eine wesentlich vereinfachte Synthesestrategie
moglich, analog zu symmetrischen Triazinderivaten. Diese Verbindung hat eine gewisse
Bedeutung als potentielle Verunreinigung von Desalkyl-Haptenen.

Ausbeute C1/C6/C6 (M, 373.8): 5.4 g (26.8 %), Fp. 1. Frakt. 189-195 °C, DC (I) R;=0.33, MS(EI):
m/z=373 (355, 314, 300, 286, 272).

6.22 Synthese des hydrophilen Spacers EDA-DGS

50 mL (341 mmol) 2,2’-(Ethylendioxy)diethylamin werden mit 50 mL Glyme vermischt.
Eine Losung aus 9.8 g (34 mmol) Triphenylchlormethan (Tritylchlorid) und 30 mL Glyme
wird unter starkem Riihren bei Raumtemperatur langsam zugetropft. Die Reaktionslosung
wird 2 Stunden am RiickfluB gekocht, abgekiihlt und in 500 mL demin. Wasser eingegossen.
AnschlieBend wird mit 250 mL tert-Butylmethylether ausgeschiittelt. Die organische Phase
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wird abgetrennt, mit demin. Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Die
Rohausbeute des monogeschiitzten Diamins betrdgt 96 % bezogen auf Tritylchlorid. Es 148t
sich diinnschichtchromatographisch keine Verunreinigung durch Diamin nachweisen (Nin-
hydrintest).

Zur etherischen Losung werden 12 mL (86.2 mmol) Triethylamin und S g (43.1 mmol)
Diglycolsdureanhydrid gegeben. Die Mischung wird unter starkem Riihren 10 Minuten zum
Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen werden 300 mL Natriumsulfatlosung (ca. 10 %ig)
zugegeben. Zudem mufl mit Eisessig auf pH 3 angesduert werden. Einige Zeit nach dem
Schiitteln bilden sich drei Phasen: eine etherische (oben), eine wassrige (unten) und eine zihe
mittlere Phase. Letztere enthilt den GroBteil des gewiinschten Produkts. Die zihe Phase wird
mit dem doppelten Volumen Glyme versetzt und filtriert. Eine Reinigung kann durch Aus-
schiitteln mit konzentrierter Natriumsulfatlosung (angesduert mit Eisessig) erreicht werden.
Nach der Phasentrennung wird zusétzlich Glyme zugegeben um das Produkt gut zu I6sen und
restliches Natriumsulfat zu prazipitieren. Die Glymeldsung wird mit Natriumsulfat getrocknet
und mit dem gleichen Volumen Eisessig versetzt. Zur Schutzgruppenabspaltung wird diese
Losung unter Rithren zum Sieden erhitzt. Sofort wird die Heizung entfernt und die Losung
langsam abgekiihlt. Der Erfolg der Abspaltung muf diinnschichtchromatographisch kon-
trolliert werden, da zu kurzes Erhitzen nur partiellen Umsatz zur Folge hat, zu langes
Erhitzen jedoch zahlreiche Nebenprodukte erzeugt. Das Rohprodukt wird weitgehend von
Losungsmitteln befreit und mit tert-Butylmethylether und demin. Wasser versetzt. Die
wissrige Phase wird abgetrennt und mit tert-Butylmethylether gereinigt. Auf eine Isolierung
des hydrophilen Spacers kann verzichtet werden, wenn er im wissrigen Milieu weiter
umgesetzt werden soll.

6.23 Synthese von i-Pr/CI/EDA-DGS

Die wissrige Phase aus der Spacer-Synthese (EDA-DGS, 6.22) wird mit konzentrierter
Natriumhydrogencarbonat-Losung alkalisch gemacht. 7.1 g i-Pr/Cl/Cl werden in 50 mL tert-
Butylmethylether geldst und unter starkem Riihren mit der wéssrigen Phase gemischt. Nach
24 Stunden Reaktionszeit bei Raumtemperatur werden die Phasen getrennt. Die wissrige
Phase wird zweimal mit tert-Butylmethylether gewaschen und anschlieBend mit verdiinnter
Salzsiure vorsichtig angesiuert. Der pH soll ca. bei 3-4 liegen. Dann wird mehrfach ausge-
ethert. Die Extrakte werden vereinigt und vom Losungsmittel befreit.

Ausbeute i-Pr/CI/EDA-DGS (M, 434.9): 1.8 g (ca. 30 %), Fp. 1. Frakt. 132-134 °C, DC (V)
R;=0.87, DC (VII) R;=0.69, FAB-MS (Matrix: G/TG): m/z=435 (M* +H).
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6.24 Synthese von i-Pr/Cl/Cl

20 g (108 mmol) Cyanurchlorid werden in 300 mL tert-Butylmethylether gelost und filtriert.
Bei -10 °C werden unter starkem Riihren 17.2 mL (200 mmol) Isopropylamin langsam
zugetropft. Nach 15 Minuten wird die Suspension bei ca. 10 °C filtriert. Die Losung kann
entweder gleich weiterverarbeitet werden oder am Rotationsverdampfer einrotiert werden.
Unter LuftabschluB ist dieses reaktive Zwischenprodukt auch bei Raumtemperatur lange
haltbar.

Ausbeute i-Pr/Cl/Cl (M, 207.1): 1. Frakt. 12.3 g (55.0 %), Fp. 40.5-42 °C, DC (I) R;=0.73, DC (II)
Rf=0.72.

6.25 Tracersynthese A

10 mg t-Bu/Cl/C6 bzw. Haptencarbonsdure (32 umol) werden in 500 uL trockenem Glyme
gelost. Dann werden 20 mg Natriumsulfat und 3.7 mg (32 umol) NHS zugegeben. Die
Losung wird auf ca. 0 °C abgekiihlt. Nach der Zugabe von 10 mg (52 umol) EDC wird iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. 1.2 mg Peroxidase werden in 500 uL 0.1 M Boraxpuffer
gelost. In Abstinden von 30 min werden 3mal 20 ul NHS-Ester-Losung unter Riihren
zugegeben. Die Reaktionsdauer betrdgt ca. 2 Stunden. Enzymldsungen, die nicht vollig klar
erscheinen, sollten vor der gelchromatographischen Reinigung zentrifugiert werden (z.B.
30 min bei 17.000 U/min (> 25.000 g). Dann wird eine Sephadex PD-10 Entsalzungssdule
mit Phosphatpuffer (PBS) dquilibriert und die Peroxidase-Losung aufgetragen. Da die
Peroxidase-Bande durch ihre starke Eigenfirbung gut sichtbar ist, kann sich die
Fraktionierung auf die gefdarbten Anteile beschrinken. Als manuelle Fraktionensammler
haben sich Mikrotiterplatten aus Polystyrol bewéhrt. Sie erlauben es zusitzlich, durch eine
Messung bei 405 nm die relative Konzentration der Peroxidase abzuschétzen. Die gepoolten
Fraktionen konnen ohne jede weitere Reinigung in Eppendorf-Caps™ bei 4 °C lange Zeit
(mindestens 1 Jahr) aufbewahrt werden.

6.26 Tracersynthese B

20 mg (66 umol) i-Pr/Cl/C6 werden mit 100 mg Natriumsulfat (oder Molekularsieb) versetzt
und in 500 uL DMSO (Molsieb-getrocknet) gelost. Die Mischung wird abgekiihlt (0 °C) und
5.3 uL (66 pmol) Pyridin sowie anschliefend 18.7 mg (73 pmol) DSC werden zugefiigt.
Nach 1 Stunde Reaktionszeit bei Raumtemperatur kann die Enzymkopplung durchgefiihrt
werden: 2 mg (4.55-10®mol) Peroxidase werden in 500 L 0.2 M Natriumhydrogencarbonat-
puffer geldst. 6-5 uL (ca. 90 mol/mol Peroxidase) NHS-Ester-Losung werden in 10 Minuten-
Abstinden zupipettiert. Die Reaktion wird iiber Nacht bei 4 °C weitergefiihrt. Nach einem
eventuellen Zentrifugationsschritt wird der Peroxidase-Tracer auf einer 20 cm langen Sédule
mit Fractogel HW-40 (F) gelchromatographisch gereinigt. Die Sdule wird mit PBS &dquili-
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briert. Die Trennung kann auch mit einer Sephadex PD-10 Siule erfolgen. Alle weiteren
Schritte siehe Tracersynthese A.

6.27 Tracersynthese C

200 mg (0.535 mmol) CI/C6/C6, 200 mg (1.74 mmol) NHS und 150 mg (0.59 mmol) DSC
werden in 2 mL trockenem DMSO geldst. Dann werden 400 mg (2.1 mmol) EDC zugefiigt.
Nach 20 Stunden Riihren bei Raumtemperatur werden zu einer Losung aus 3 mg
(6.8-10°® mol) Peroxidase und 1 mL Boraxpuffer (0.1 M) 10 uL der Esterlosung gegeben.
24 Stunden spdter kann der Tracer mit einer Sephadex PD-10-Séule gelchromatographisch
gereinigt werden.

6.28 Tracersynthese D

16.2 mg (0.05 mmol) t-Bu/Et/C6 und 11.5 mg (0.1 mmol) NHS werden in 1000 uL trocke-
nem Glyme gelost. In Abstinden von 10 min werden dreimal 10 mg (¥ 0.12 mmol) DSC
zugesetzt. Spitestens bei der letzten DSC-Zugabe sollten keine Gasblasen mehr entstehen.
Nach 1 Stunde werden 38.4 mg (0.2 mmol) EDC hinzugefiigt. Die Mischung wird minde-
stens 2 Stunden, besser iiber Nacht geriihrt. 5 mg Peroxidase werden in 500 uL Boraxpuffer
(0.1 M) gelost. Im Abstand von 20 min werden zweimal 57 pL Esterlosung unter Riihren
hinzugefiigt. Diese Menge entspricht etwa einem 50fachen molaren UberschuB relativ zur
Enzymmenge. Der Tracer wird fiir 12 Stunden bei 4 °C gelagert, zentrifugiert und mit einer
Sephadex PD-10-Siule gelchromatographisch gereinigt. Fiir die Aquilibrierung und die
Chromatographie wird PBS verwendet.

6.29 Dichlorprop-Tracer

10 mg (43 pmol) Dichlorprop und 5 mg (43 pumol) NHS werden in 300 pL trockenem Glyme
gelost. Der Losung wird ein Kiigelchen Molekularsieb hinzugefiigt. Bei 0 °C werden 9 mg
(47 pmol) EDC zugegeben. Die Mischung wird 1 Stunde bei 0 °C und 1 Stunde bei Raum-
temperatur gerithrt. 2 mg (4.5-10° mol) Peroxidase werden in 300 L 0.2 M Natrium-
hydrogencarbonatpuffer gelost. Dann werden bei Raumtemperatur 45 pL. NHS-Ester-Losung
(in 9 Portionen a 5 uL) zupipettiert. Eine Stunde nach der letzten Zugabe wird der Tracer
auf einer Fractogel HW-40 (F)-Siule gelchromatographisch gereinigt.
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6.30 Pyren-Tracer

20 mg (70 pmol) Pyrenbuttersdure werden in 1000 uL trockenem DMSO gelost. 11.5 mg
(0.1 mmol) NHS und 20 mg (78 umol) DSC werden unter Riihren zugegeben. Nach
15 Minuten werden 50 mg (0.26 mmol) EDC hinzugefiigt. Nach 3 Stunden werden 50 uL
Esterlosung zu 2 mg Peroxidase in 500 uL Boraxpuffer (0.1 M) gegeben. Nach 2 Stunden
wird der Tracer gelchromatographisch (Sephadex PD-10) gereinigt.

6.31 Desalkyltracer (H/Cl/C6)

50 mg (0.19 mmol) H/CI/C6 werden in 1000 uL Glyme geldst. Dann werden 30 mg
(0.26 mmol) NHS und 20 mg (78 umol) DSC hinzugefiigt und 30 Minuten geriihrt. An-
schliefend gibt man 50 mg (0.26 mmol) EDC zu und 148t bei Raumtemperatur mehrere
Stunden reagieren. 5 mg Peroxidase werden in 500 uL. Borax/HCIl-Puffer (pH 8.5) gelGst.
AnschlieBend werden zweimal 50 uL Esterlosung unter starkem Riihren zupipettiert. Nach
3 Stunden Reaktionszeit kann der Tracer mit einer Sephadex PD-10-Sdule gelchromato-
graphisch gereinigt werden.

6.32 "Monotracer" (t-Bu/Et/C6)

6.5 mg (2.0-10° mol) t-Bu/Et/C6 und 45.2 mg (2.0-10* mol) 2,4-Dinitrophenylessigsiure
(umkrist.) werden in 100 uL DMSO vorgeldst und mit 400 uL. Glyme verdiinnt. Dann
werden 25.3 mg (0.22 mmol) NHS und 56.4 mg (0.22 mmol) DSC zugesetzt. Nach
30 Minuten gibt man 69.0 mg (0.36 mmol) EDC hinzu. Nach 24 Stunden wird die Losung
mit 2 mL DMSO aufgefiillt. 4.7 mg (1.07-107 mol) Peroxidase werden in 500 uL
Boraxpuffer (pH 8.5, 0.1 M) geldst und mit dreimal 20 uL Esterlosung versetzt. Die triibe
Losung wird nach 24 Stunden bei 17000 U/min zentrifugiert und gelchromatographisch
(Sephadex PD-10) gereinigt.

6.33 Hydrazidtracer (t-Bu/Et/C6)

200 uL Peroxidase-Tracer (t-Bu/Et/C6) werden bei Raumtemperatur mit 100 xL Natrium-
periodatlosung (0.1 M) versetzt. Nach 30 min wird die Reaktion durch Gelchromatographie
mit einer Sephadex PD-10 Siule unterbrochen. Dann werden 100 uL einer 0.5 M Glutar-
sduredihydrazid-Losung hinzugegeben. Nach 90 Minuten wird nochmals iiber eine PD-10-
Sdule gereinigt.
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6.34 Multihapten-Immunogen (BSA)

Je 0.1 mmol i-Pr/OH/C6, t-Bu/OH/C6, t-Bu/Cl/C6, H/C1/C6, i-Pr/Cl/C11, i-Pr/Et/3MPS,
t-Bu/Et/3MPS, i-Pr/Cl/C3, i-Pr/SMe/C6, Et/C1/C6 werden in 3 mL DMSO gelost. 115.1 mg
(1.0 mmol) NHS werden hinzugefiigt. Dann werden 75 mg DSC (0.29 mmol) in drei
Portionen zugegeben. Gasblasen zeigen das Vorhandensein von Wasser im Ldsungsmittel:
Es muB so viel DSC zugegeben werden, bis kein Aufschiumen mehr erfolgt. Nachdem die
Mischung von Wasserspuren befreit wurde, gibt man 210.9 mg (1.1 mmol) EDC zu und
rihrt bei Raumtemperatur iiber Nacht. 200.6 mg BSA (Boehringer, Fraktion V) werden in
4.012 mL Natriumhydrogencarbonatpuffer (0.1 M) gelost. Die Esterlosung wird 1:1 mit
DMSO verdiinnt und davon werden 350 pL unter Rithren sehr langsam zur BSA-Losung
pipettiert. Nach 24 Stunden wird die Reaktionsmischung bei 17000 U/min zentrifugiert und
der Uberstand mit dem doppelten Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlosung versetzt. Der
Niederschlag wird abzentrifugiert und mit Phosphatpuffer wieder aufgelost. Diese Fillung
wird einmal wiederholt. Die Kopplungsdichte kann durch eine Aminogruppenbestimmung
mittels Ninhydrin abgeschdtzt werden [463][464]. Als Referenz wurde BSA und
Glutarsiureanhydrid-derivatisiertes BSA verwendet. Der Testansatz besteht aus 2 mL PBS,
60 uL BSA-Losung und 20 L Ninhydrin-Stammlésung (100 mg in 1 mL DMSO). Die Test-
mischung wird fiir einige Minuten auf 90 °C erhitzt, zentrifugiert und bei 600 nm vermessen.
Alternativ kommt die Bestimmung der Aminogruppen mit 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure
in Frage [465], wobei jedoch die stark allergene Wirkung dieses Reagenzes beachtet wer-
den muB.

Kopplungsdichte: 74 % (22-26 Reste pro BSA-Molekiil, maximal moglich: 30-35 (59 Lysin-Reste).

6.35 Multihapten-Immunogen (Himocyanin)

Die Herstellung der Ester-Mischung erfolgt wie oben beschrieben. 230 mg Hamocyanin (M,
ca. 9 Mio) von Helix pomatia (HPH) werden mit 5 mL PBS rekonstituiert. Nach 3 Stunden
wird das Ungeloste bei 17000 U/min (30 min, 10 °C) abzentrifugiert. 500 xL Uberstand
werden mit 4.5 mL Natriumhydrogencarbonat-Puffer (0.1 M) versetzt. Dann werden 400 uL
der 1:3 mit DMSO verdiinnten Esterlosung zugegeben. Die Reinigung erfolgt analog zum
BSA-Konjugat. Eine Kopplungsdichte im engeren Sinn kann nicht angegeben werden, da die
Molmasse von Himocyanin-Priparaten schlecht definiert ist. Eine weitergehende Reinigung
kann mit Dialyse oder Gelchromatographie durchgefiihrt werden.

Anmerkung: KLH (keyhole limpet hemocyanin) wird als Carrier hdufig eingesetzt. Es
wurden nach der o.g. Methode nur weitgehend unldsliche Konjugate erhalten. Himocyanin
von Helix pomatia (Weinbergschnecke) scheint bessere Loslichkeitseigenschaften aufzuwei-
sen, ist preiswerter und in reinerer Form erhiltlich.
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6.36 Multihapten-Tracer ("MIX10")

5.0 mg (1.1-1077 mol) Peroxidase werden in 500 uL Boraxpuffer (pH 8.5, 0.1 M) gelost und
mit dreimal 20 uL Esterlosung (aus dem Ansatz "Multihapten-Immunogen") versetzt. Die
tribe Losung wird nach 12 Stunden (4 °C) bei 17000 U/min zentrifugiert und gelchromato-
graphisch (Sephadex PD-10) gereinigt.

6.37 Herstellung einer Peroxidase-Affinititsmatrix

500 mg Polymertriger VA-Epoxy (Riedel-de Haén) [466] wird mit 2 mL PBS aufge-
schlammt. 6.5 mg Peroxidase werden in 3 mL PBS gelost und mit der Polymersuspension
vermischt. Die Mischung wird 24 Stunden kréftig geschiittelt. Dann wird bei 17000 U/min
zentrifugiert und mindestens 10mal mit PBS gewaschen. Uberschiissige Epoxygruppen
konnen mit einer Losung aus B-Alanin oder Lysin blockiert werden. Es mufi so lange
gewaschen werden, bis der Uberstand keine nennenswerte Peroxidaseaktivitit mehr aufweist.

6.38 Triazincarbonsiure-Methylester

20 mg (62 umol) t-Bu/Et/C6 werden in 1000 uL Methanol geldst. Dann werden 12 uL
(130 pmol) POCIl, unter Riihren zugegeben. Nach 1 Stunde werden 200 mg Natriumhydro-
gencarbonat hinzugefiigt und die Mischung geschiittelt oder geriihrt. Nach einer weiteren
Stunde wird der Verlauf der Reaktion diinnschichtchromatographisch (Silicagel, Laufmittel:
MTBE/Ethylacetat 1:1) kontrolliert.

7 Diinnschichtchromatographie
7.1  Methode DC (I)

Als stationire Phase wurden DC-Platten von Macherey-Nagel, Diiren des Typs Polygram SIL
G/UV,s, (Format 40 x 80 mm) verwendet. Diese Platten reichen fiir die meisten Zwecke
aus. Fiir besonders kritische Trennungen verwende man den Typ Nano-Platten SIL-20 UV,s,
(Format 50 x 50 mm). Beide Plattentypen basieren auf Kieselgel mit Fluoreszenzindikator.
Die Platten werden mit MTBE (+ 2 % Eisessig) vorbehandelt und bei RT getrocknet. Die
Analyten werden vorteilhaft in Glyme gelost und mit Glaskapillaren aufgetragen. Sollte die
Loslichkeit in Glyme nicht hoch genug sein, so muB man auf DMSO ausweichen. Dieses
Losungsmittel hat jedoch den Nachteil der sehr geringen Fliichtigkeit. Man mu DMSO
mittels eines Stickstoffstroms von der Platte moglichst restlos entfernen, was je nach Tempe-
ratur und Plattentyp {iber 2 Stunden dauern kann. Als Laufmittel wird ein Gemisch aus
83 Vol% Toluol, 15 Vol% Dioxan und 2 Vol% Eisessig verwendet. Die Detektion der
Banden erfolgt unter der UV-Lampe. Firbereagenzien sind in der Regel nicht erforderlich.
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7.2 Methode DC (II)

Diese Methode wird mit Erfolg bei der Trennung von Triazin-Herbiziden angewandt. Die
Stirke dieses Laufmittels liegt insbesondere darin, auch dhnliche Alkyltriazine noch zu
trennen. Die Platte wird mit Laufmittel vorgewaschen und bei RT getrocknet. Das Laufmittel
besteht aus dem bewihrten Gemisch Toluol/Aceton (85/15 Vol%). Auch Varianten mit
Toluol/Aceton (50/50 Vol%) sowie mit sauren Zusitzen Toluol/Aceton/Ameisensiure
(49/49/2 Vol %) sind niitzlich. Alle weiteren Angaben siche DC (I).

7.3  Methode DC (III)

Die Platte wird mit Laufmittel vorgewaschen und bei RT getrocknet. Das Laufmittel besteht
aus Hexan/Ethylacetat (50/50 Vol%). Alle weiteren Angaben siche DC (I).

7.4 Methode DC (IV)

Die Platte wird mit Laufmittel vorgewaschen und bei RT getrocknet. Das Laufmittel besteht
aus Hexan/Ethylacetat/ Ameisensdure (50/45/5 Vol%). Alle weiteren Angaben siehe DC (I).
7.5 Methode DC (V)

Diese Methode wurde insbesondere fiir die Trennung von Carbonsiduren und NHS-Estern
entwickelt und ist zur Kontrolle der Aktivierung vor der Proteinkopplung vorgesehen. Die

Platte wird mit Laufmittel vorgewaschen und bei RT getrocknet. Das Laufmittel besteht aus
MTBE/EtOH/Ameisensdure (90/9/1 Vol%). Alle weiteren Angaben sieche DC (I).

7.6 Methode DC (VD)

Diese Methode ist fiir die Trennung von hydrophilen Carbonsduren geeignet. Das Laufmittel
ist untypischerweise wissrig, obwohl keine RP-Platte benutzt wird. Es besteht aus dem
Gemisch Wasser/MeOH/MTBE/Glycol/Eisessig (66/16/8/8/2 Vol%). Alle weiteren Angaben
siehe DC (I).
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7.7 Methode DC (VII)

Diese Methode stellt eine Variante von DC (VI) dar und ist gleichfalls fiir die Trennung von
hydrophilen Carbonsduren geeignet. Das Laufmittel ist hier nicht wéssrig, was eine Um-
kehrung der Reihenfolge der R-Werte zur Folge hat. Es wird ein Gemisch aus
MeOH/MTBE/Glycol (50/25/25 Vol%) benutzt. Alle weiteren Angaben siche DC (I).

7.8  Methode DC (VIID)

DC (VIII) arbeitet mit basischen Losungsmitteln und ist in erster Linie fiir die Auftrennung
von Aminen vorgesehen. Es wird ein Gemisch aus EtOH/Wasser/Ammoniak(25 %ig)
(80/10/10 Vol %) benutzt. Eine Vorbehandlung der Platte mit dem Laufmittel verbessert die
Trennung. Die Detektion kann bei primdren Aminen vorteilhaft durch Bespriihen mit alkoho-
lischer Ninhydrin-Losung und anschlieBendem vorsichtigen Erwdrmen geschehen. Alle
weiteren Angaben siehe DC (I).



274




VIII. ABKURZUNGEN 275

VIII. ABKURZUNGEN

1 Triazin-Kurznomenklatur

Da die meisten verwendeten Derivate keine Trivialnamen besitzen und die Nomenklatur nach
IUPAC, CA usw. zu sperrig und uniibersichtlich erscheint, wird hier eine Kurznomenklatur
eingefiihrt. Sie basiert auf dem symmetrischen 1,3,5-Triazin-Ring, der an den Positionen 2,
4 und 6 Substituenten tragen kann. Sind die Substituenten einfache Alkylamine, so wird nur
deren Alkylrest-Kurzform angegeben (z.B. i-Pr); dies gilt auch fiir NH, das mit H abgekiirzt
wird. Chlor wird als Cl, Hydroxy als OH und Thiomethyl als SMe angegeben. Etwas
heterogener ist die Bezeichnung der Spacer, bei denen C11 11-Aminoundecansiure, C6
6-Aminohexansiure, C3 3-Aminopropansdure, C2 2-Aminoethansiure (Glycin), 3MPS
3-Mercaptopropansiure, 1,3DAP 1,3-Diaminopropan, 1,8DAO 1,8-Diaminooctan, EDA
2,2’(Ethylendioxy)diethylamin und DGS Diglycolsdure bedeuten. Eine Aneinanderreihung
der Spacernamen soll als Verbindung der Spacer iiber eine Amidbindung verstanden werden.
Diese Bezeichnungen werden sowohl fiir die Triazinderivate als solche verwendet, als auch
fiir die aus einer Kopplung hervorgegangenen Hapten-Konjugate. Letztere besitzen statt einer
freien Carboxylgruppe eine Amidbindung zu einem Lysin-Rest des betreffenden Proteins.

Beispiele:

i-Pr/Cl/Et 2-Chlor-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazin

Et/CI/Et 2-Chlor-4,6-bis(ethylamino)-s-triazin

i-Pr/Cl/C6 2-Chlor-4-(isopropylamino)-6-[(1-carboxypent-5-yl)amino]-s-triazin

t-Bu/Et/C6 2-(tert-Butylamino)-4-(ethylamino)-
6-[(carboxypent-5-yl)amino]-s-triazin

i-Pr/SMe/C6 2-(Isopropylamino)-4-(methylthio)-
6-[(1-carboxypent-5-yl)amino]-s-triazin

i-Pr/Et/MPS 2-(Ethylamino)-4-(isopropylamino)-6-[(1-carboxyeth-2-yl)thio]-s-triazin

H/Cl/C11 2-Chlor-4-amino-6-[(1-carboxydec-10-yl)amino]-s-triazin

i-Pr/OH/C6 2-Hydroxy-4-(isopropylamino)-6-[(1-carboxypent-5-yl)amino]-s-triazin

i-Pr/Et/1,3DAP 2-Ethyl-4-(isopropylamino)-6-[(1-aminoprop-3-yl)amino]-s-triazin

i-Pr/CI/EDA-DGS 2-Chlor-4-(isopropylamino)-

6-[(5-aza-2,8,11-trioxa-4-oxo-1-carboxytridec-13-yl)amino]-s-triazin
Beispiele unterschiedlicher Nomenklatur:

Atrazin (Trivialname), Gesaprim (Handelsname)
6-Chlor-N2-ethyl-N*-isopropyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin (IUPAC)
6-Chlor-N-ethyl-N’-(1-methylethyl)-1,3,5-triazin-2,4-diamin (CA)
2-Chlor-4-(ethylamino)-6-(isopropylamino)-s-triazin (CA)

CAS Registry Number [1912-24-9]
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2 Alphabetische Liste der Abkiirzungen

A

ABTS
ACE
Aminotriazol
AMPPD
AP

ATR
AVI

B

By

B/B,
BAY R 1005
BSA

C

Cc2

C3

C6

Cl1

CBG
cFA
Chlorazin
CMC
COR
c-Pr

CR

1,8DAO
1,3DAP
2,4-D
DC

DCC
Demin.
DGS
DHNDS-NP
DMF
DMSO
2,4-DNP
DSC
EDA
EDC
EDTA
EIA
ELISA
Et

FAB-MS
GC
GC-MSD

Parameter der 4-parametrigen Gleichung (obere Tangente, max. Absorption)
2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsiure)

Acetylcholinesterase (aus Zitteraal)

3-Amino-1,2,4-triazol

3-[2’-Spiroadamantan-4-methoxy-4-(3 "-phosphoryloxy)-phenyl]-1,2-dioxetan
Alkalische Phosphatase (aus Kilberdarm)

Attenuated Total Reflection

Avidin (Biotin-bindendes Protein, aus Hiihnerei)

Parameter der 4-parametrigen Gleichung (Steigungsfaktor)

Absorption des Nullstandards (entspricht sinngemifi dem Parameter A)

Auf den Nullstandard normierte Absorption (B ist hier nicht der Steigungsfaktor)
N-(2-Desoxy-2-L-leucylamino-3-D-glucopyranosyl)-N-octadecyl-dodecansiureamid
Rinderserumalbumin

Parameter der 4-parametrigen Gleichung (Testmittelpunkt, 50 %-Wert, ICs)
2-Aminoethansiure (Glycin)

3-Aminopropansiure (3-Alanin)

6-Aminohexansaure

11-Aminoundecansiure

Corticosteroid Binding Globulin (Transcortin)

Komplettes Freundsches Adjuvans

2-Chlor-4,6-bis-(diethylamino)-s-triazin

Carboxymethylcellulose

Chick Oviduct Receptor A

Cyclo-Propyl

Cross Reactivity (Kreuzreaktion)

Parameter der 4-parametrigen Gleichung (untere Tangente, "unspezifische” Bindung)
1,8-Diaminooctan

1,3-Diaminopropan

2,4-Dichlorphenoxyessigsiure

Diinnschichtchromatographie

N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

Demineralisiertes (entsalztes) Wasser

Diglycolsiure

4,5-Dihydroxy-3(4-nitrophenylazo)-2,7-naphthalindisulfonsiure
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

2,4-Dinitrophenyl-

Di-(N-succinimidyl)-carbonat

2,2’-(Ethylendioxy)diethylamin
N-Ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid-hydrochlorid
Ethylendiamin-tetraessigsaure

Enzymimmunoassay (Immunoassay mit Enzym als Label)

Enzyme-linked immunosorbent assay (EIA auf Festphasen)

Ethyl

Fragment, antigen-binding; Monovalenter Teil eines Antikorpers

Fast Atom Bombardment, spezielle Ionisationsmethode der Massenspektrometrie
Gaschromatographie

Gaschromatographie mit massenselektivem Detektor (= Quadrupol-Massenspektrometer)
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GC-NPD
GG
GMDP
G/TG
Glyme
Ham
HCG
HPA
HPH
HPLC
HPPA
HPTLC
HRP

1A

iFA

IgG

i-Pr

KLH

Mab
mAK
MCPBA
MCPA
MDT

Me
Merthiolat
3MPS

Ml‘

MTBE
MTP
MUG
MUP

n

NBA
NHS
NHS-Ester
NPP

n-Pr
PAGE
PAH
pAK
Pam;Cys
Pam;Cys-Ser
PBG

PBS

PEG 20.000
POD
i-Pr/Cl/Et
R¢

RIA

Gaschromatographie mit stickstoff/phosphorselektivem Detektor

Gleichgewicht

N-Acetyl-D-glucosaminyl-(f 1-4)-N-acetyl-muramyl-alanyl-D-isoglutamin, Glycopin
Glycerin/Thioglycerin-Gemisch 3:1 (Matrix fiir FAB-MS)

1,2-Dimethoxyethan

Hamin, Ferriprotoporphyrin-IX-chlorid

Choriongonadotropin (human chorionic gonadotropine)

4-Hydroxyphenylessigsaure

Helix pomatia Hemocyanin (Hamocyanin einer Schnecke)

High-performance liquid chromatography (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
4-Hydroxyphenylpropionsiure

High-performance thin-layer chromatography (Hochleistungsdiinnschichtchromatographie)
Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)

Immunoassay

Inkomplettes Freundsches Adjuvans

Immunglobulin G (bivalenter Antikdrper), weitere Klassen: IgM, IgA, IgE, IgD
Isopropyl

Keyhole Limpet Hemocyanin (Himocyanin einer Schnecke)

Monoclonal Antibody

Monoklonaler Antikrper

3-Chlorperbenzoesiure

(4-Chlor-2-methylphenoxy)essigsiure

2-Methylmercapto-4,6-dichlor-s-triazin

Methyl

Handelsname fiir Thimerosal (Ethylquecksilberthiosalicylat, Na-Salz)
3-Mercaptopropionsaure

Relative Molekiilmasse

tert-Butyl-Methyl-Ether

Mikrotiterplatte, Mikrotitrationsplatte (Polystyrolplatte mit 96 Kavititen)
4-Methylumbelliferyl-B3-D-galactopyranosid

4-Methylumbelliferylphosphat

Anzahl der Replikate

3-Nitrobenzylalkohol (Matrix fiir FAB-MS), hier: gesattigt mit NaCl
N-Hydroxysuccinimid

Siehe NHS; ein kopplungsfahiger, aktivierter Ester

4-Nitrophenylphosphat

Propyl

Polyacrylamidgelelektrophorese

Polycyclic aromatic hydrocarbons, Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe, z.B. Pyren
Polyklonaler Antikorper (Serum)
S-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-cystein
S-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-propyl]-N-palmitoyl-(R)-cystein-(S)-serin
Progesterone Binding Globuline

Phosphatpuffer (pH 7.6) mit NaCl-Zusatz (phosphate-buffered saline)
Polyethylenglycol mit einer mittleren Molmasse von 20.000

Peroxidase, meist im Sinne von Meerrettichperoxidase

Atrazin (siche Kurznomenklatur)

("relate to front"), Wert zur Charakterisierung des Laufverhaltens einer Substanz auf einer
Diinnschichtplatte [467], 0<R <1.

Radioimmunoassay (Immunoassay mit radioaktivem Tracer)
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RLR

RP

RT

RTime

RZ

s

SAVI

SDS
SDS-PAGE
SFE

SPE

SPR
2,4,5-T
TBG

t-Bu
Thimerosal
TIRF
TMB

TNT
Trityl-Rest
3

Tabelle 1
Tabelle 2
Tabelle 3
Tabelle 4
Tabelle 5:
Tabelle 6
Tabelle 7
Tabelle 8
Tabelle 9
Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:
Tabelle 15:
Tabelle 16:
Tabelle 17:
Tabelle 18:
Tabelle 19:
Tabelle 20:
Tabelle 21:
Tabelle 22:
Tabelle 23:

Rat Liver Receptor

Reversed Phase: Silicagel, das durch Silylierung unpolar gemacht wurde.

Raumtemperatur (ca. 25°C)
Retentionszeit (unkorrigiert)

Reinheitszahl, charakterisiert Peroxidase-Priparationen, RZ = Aq03/Ag7s

Standardabweichung

Streptavidin (Biotin-bindendes Protein, Quelle: mikrobiell)
Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Supercritical Fluid Extraction

Solid Phase Extraction

Surface Plasmon Resonance
2,4,5-Trichlorphenoxyessigsaure

Thyroxin-bindendes Globulin

tert-Butyl

Handelsname: Merthiolat (Ethylquecksilber-thiosalicylat, Na-Salz)
Total Internal Reflection Fluorescence
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin

Trinitrotoluol (Sprengstoff)

Triphenylmethyl-Rest

Verzeichnis der Tabellen

: Daten zur Meerrettich-Peroxidase.

: Vergleich verschiedener Marker.

: 'H-NMR-Spektrum von Terbuthylazin (Peaks von 7-8 ppm).
: Vergleich der bisher publizierten Triazin-Immunoassays.

Beispiele fiir Affinititskonstanten von monoklonalen Antikdrpern.

: Bestimmung der Gleichgewichtskonstante - Vergleich der Verfahren.

: Kinetische und thermodynamische Daten von Protein/Hapten-Reaktionen.
: Antikorper fiir die Spacer-Recognition-Untersuchungen.

: Weitere Antikorper fiir die Spacer-Recognition-Untersuchungen.

Kreuzreaktionen (C193) bei unterschiedlichen Tracerinkubationszeiten.
Simulierte Kreuzreaktionen (I).

Simulierte Kreuzreaktionen (II).

Simulierte Kreuzreaktionen (IIT).

"Klon-Statistik".

Kreuzreaktionen des mAK NMI 118.

Kreuzreaktionen des mAK NMI 54.

Kreuzreaktionen des mAK NMI 21.

Kreuzreaktionen des mAK NMI 71.

Peroxidase-Tracer (Charakterisierung).

Stabilisierung von Peroxidase-Tracern (I).

Stabilisierung von Peroxidase-Tracern (II).

Konservierung von Peroxidase-Tracern.

Vergleich der Dimensionen von Tetramethylbenzidin und Cyclodextrinen.
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IX. GLOSSAR
Affinititskonstante Thermodynamische Konstante K = Gleichgewichtskonstante
Hier: Scheinbare Affinititskonstante
Anti- Bezeichnet Antikorper gegen einen Stoff, z.B. anti-Pyren-Antikorper;
Der Zusatz anti- wird in dieser Arbeit oft weggelassen, um die Namen nicht zu
uniibersichtlich zu machen: Pyren-Antikorper = anti-Pyren-Antikorper
Antigen Hochmolekularer Stoff, der sowohl eine Immunantwort auslosen, als auch von
Antikorpern gebunden werden kann
Antigenprocessing "Bearbeitung” eines Antigens zum Einschleusen in das Immunsystem
Antikorper Protein, das Bindungsstellen fiir andere Stoffe besitzt (siche Einfiihrung)
Assoziationskonstante ~ Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion (Komplexbildung) [Einheit],
Hier: Scheinbare Assoziationskonstante (nicht: Gleichgewichtskonstante)
Bindungskonstante Identisch mit Gleichgewichtskonstante K
Blocking Behandlung mit Blocking-Reagenzien, z.B. BSA. Dient zum Abdecken (re-)aktiver
Stellen auf einer Oberflache.
Bridge Binding Siehe Bridge Recognition
Bridge Recognition Bevorzugte Bindung von Spacerderivaten durch Antikérper, die mittels dhnlichen
Derivaten gewonnen wurden
BriickenantikGrper Das Auftreten von sog. Briickenantikdrpern wird angenommen, wenn der Tracer gut,
der Analyt aber nur schlecht gebunden wird (siehe Spacer u. Bridge Recognition)
Cap Mikroreaktionsgefal aus Kunststoff mit Deckel (ca. 0.5 bis 2.5 mL)
Carrier Trigermaterial, hier auch: Trigerprotein zur Herstellung von Haptenkonjugaten
Chromogenes Substrat  Substrat, das durch die enzymatische Reaktion zu einem Farbstoff umgesetzt wird
Clean-up Vorreinigung einer Probe, manchmal gleichzeitig mit einer Anreicherung
Coating Beschichtung von Oberflichen mit Reagenzien (z.B. mit Antikdrpern 0.a. Proteinen)
Counter Hier: Gerat zur Quantifizierung von radioaktiver Strahlung
Dissoziationskonstante ~ Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion (Komplexzerfall) [1/s],
(nicht: 1/K, Kehrwert der Gleichgewichtskonstante)
Doppelantikorpertechnik  AntikSrperimmobilisierung iiber anti-IgG-Antik6rper (Vorcoaten)
Eichkurve Kalibrationskurve, nicht: Eichung im Sinne des Eichgesetzes
EichlGsung Standard-Losung, Kalibrationslosung, nicht: Eichung im Sinne des Eichgesetzes
Empfindlichkeit Nachweisgrenze bzw. Testmittelpunkt, nicht: Steigung
Endotoxine Lipopolysaccharide (Polysaccharid kovalent an Lipid A gebunden)
Entwicklung Hier: Messung der Enzymaktivitit mit Hilfe eines chromogenen Substrates
Fehlerbalken Entsprechen der Spannweite, sofern nichts anderes angegeben ist; Spannweite =~ 2s

First-come, first-served

Fitting

Gleichgewichtskonstante

Halbwertszeit
Hapten

Heterogener 1A
Heterologer 1A
Homogener 1A
Homologer 1A
Inhibition
Inkubationzeit

Wer zuerst kommt, mahlt zuerst, hier: Effekt, der Verlust von Selektivitit durch
Kurzinkubation beschreibt

Anpassung von Parametern einer Gleichung an Mefidaten

Thermodynamische Konstante K = Affinitdtskonstante [L/mol]

Hier: Scheinbare Gleichgewichtskonstante

In 2 / Dissoziationskonstante [s]

Kleines Molekiil, das zwar von einem Antikdrper gebunden werden, aber allein keine
Immunantwort auslosen kann

Mindestens eine Komponente ist immobilisiert

Immunogen und Tracer haben unterschiedliche Hapten-Strukturen

Alle Komponenten befinden sich in Losung

Immunogen und Tracer haben gleiche Hapten-Strukturen

Hier: Meist im Sinne von Verminderung der Tracerbindung (Kompetition)
Reaktionszeit
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Kavitit
Konjugat
Kreuzreaktion
Label

Ligand

Lyophilisierung
Nachweisgrenze
Nullprobe
Mikrotiterplatte
Monovalent
Multivalent

Pattern

Performance
Pseudohomogener 1A

Pyrogen
Ranking
Randeffekt

Reader

Replikate

RIA

Riittler
Sandwich-Technik
Schiittler
Selektivitit
Sensitivitit

Spacer

Spacer Recognition
Spannweite
Testmittelpunkt
Tracer
Unspezifische Adsorpt.
Variolation

Vibromischer
Vorgleichgewicht

Wiederfindung(srate)

Einzelnes MikrogefaB einer Mikrotiterplatte, maximal ca. 350 yL Inhalt

Durch kovalente Kopplung erhaltene Verbindung aus mindestens zwei Teilen
Relative Empfindlichkeit der Detektion einer Substanz

Markierung (z.B. radioaktives Isotop, Fluoreszenzfarbstoff, Enzym)

Allgemeine Bezeichnung fiir kleines Molekiil, das von grofem gebunden wird
Spezialfall: Hapten (Bindungsmolekiil ist ein Antikdrper)

Gefriertrocknung

Konzentration, die Nullwert - 3s entspricht

Probe, die keinen Analyten enthalt (entspricht "blank™)

Eigentlich: Mikrotitrationsplatte, 8-12-Anordnung von 96 MikrogefiBien (Polystyrol)
Einbindig

Mehrbindig

Muster, hier im Sinne von: Charakteristische Eigenschaften bzw. Bindungsprofil
Leistung, hier auch im Sinne von Qualitatscharakteristik

AntikSrper reagiert in homogener Lsung mit Analyt und Tracer. Trennung erfolgt
jedoch an fester Phase mit einer Doppelantikorpertechnik

Fiebererzeugend

Eine Rangfolge festlegen, in eine Reihenfolge bringen

Empirischer Befund, da8 Randkavititen in MTP zu hohe oder zu niedrige Werte
liefern; Ursache: Wahrscheinlich Temperaturgradienten

Mehrkanalphotometer zur Vermessung von Mikrotiterplatten
Wiederholungsmessungen, falls nicht anderes angegeben: n=3
Radioimmunoassay (Immunoassay mit radioaktivem Tracer)

Siehe Schiittler

Nicht-kompetitiver Inmunoassay (sieche Abb. 2)

Gerit zur Durchmischung von Reagenzien in Mikrotiterplatten

Kreuzreaktion (molar, basierend auf Testmittelpunkten)

Nachweisgrenze

Abstandhalter-Molekiil (Briicke, Linker), oft eine Alkylkette

Siehe Bridge Recognition

Hochster minus niedrigster Wert: Entspricht ungefiahr 2 Standardabweichungen
50%-Wert (C), Wendepunkt der sigmoidalen Eichkurve

Hier: Markierter Analyt (Enzym-Konjugat)

Hier: Bindung, die nicht mit einer immunologischen Reaktion zusammenhingt
Kiinstlich erzeugte, milde Erkrankung an Pocken (historische Form einer
Schutzimpfung, aus Indien, erstmals vor ca. 2000 Jahren)

Siehe Schiittler

Nicht im iiblichen Sinne bei Folgereaktionen, sondern zeitlich gesehen: Gleichgewicht
wihrend der Vorinkubationsphase

Prozentualer Anteil, des bei einem Analysenverfahren gefundenen Analyten, bezogen
auf die Menge des zugesetzten Analyten
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