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Immunoassays sind analytische Labormethoden zum Nachweis unterschiedlicher Substanzen
mit Hilfe von Antikérpern. Sie sind sehr weit verbreitet in bioanalytischen und biochemischen
Laboratorien der Life Science-Branche. Zu ihnen gehdren beispielsweise Labormethoden
wie Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) und Enzyme immunoassays (EIA), We-
stern Blots, Radio immunoassays (RIA), Protein-Biochips, Imnmunhistochemie oder auch die
Immuno-Polymerase chain reaction (Immuno-PCR). Bei allen Arten von Immunoassays kann
der Nachweis des Analyten durch Stéreffekte beeinfluit werden. Sehr haufig treten Kreuz-
reaktivitdten, unspezifische Bindungen und Matrixeffekte auf. Stérer kénnen in mehr oder
weniger groen Konzentrationen in Realproben vorkommen und direkt mit den Analyten oder
mit den Fanger- beziehungsweise Detektorantikérpern interagieren. Durch Anwendung eines
neuartigen Puffers (LowCross) kdnnen die meisten Storeffekte verhindert werden, indem
die Ublicherweise im Assay verwendeten Probenpuffer oder Antikdrperverdiinnungspuffer
gegen LowCross-Puffer ausgetauscht werden. Hierdurch wird die Qualitat der Assays und
die Effizienz der Assayentwicklung verbessert.

Key Words: LowCross, Antikdrper, Stérfaktoren bei Immunoassays, ELISA, Western Blot,

Proteinchips

Niels Kaj Jerne, der 1984 den Medizin-
Nobelpreis fiir seine Arbeiten tiber den
spezifischen Aufbau und die Steuerung
des Immunsystems erhielt, erwdhnte in
seinem Vortrag zur Preisverleihung, dafd
jeder Antikorper multispezifisch sei. Er
bezog diese Aussage vor allem auf die
Antikorper, die wiahrend der frithen Phase
einer Immunreaktion gebildet werden'?.
Aber auch scheinbar gut charakterisierte
Antikorper mit hoher Affinitdt zu dem
Zielanalyten zeigen zuweilen {iberraschen-
de Ergebnisse: Bei der immunologischen
Detektion von Western Blot-Membranen
werden unerwiinschte Banden gefarbt, bei
Proteinchips erhdlt man Fluoreszenzsignale
an den falschen Positionen der Spots aus
immobilisierten Fangerantikérpern sowie
einen insgesamt erhhten Hintergrund. Bei
ELISAs erhdlt man einen hohen Background
bei der Leerwertkontrolle oder falsch-
positive beziehungsweise falsch-negative
Mefisignale. Falschaussagen aufgrund der
Storeffekte konnen zu Folgekosten und auch
medizinischen Fehldiagnosen fithren®.
Alle Immunoassays sind gekennzeichnet
durch eine Bindungsreaktion zwischen
Zielanalyt und Antikorper. Das grofie und
bisher nur unzureichend geloste Problem
dieser Methoden ist das regelméafige Auftre-
ten von Storeffekten (engl.: , interference”),
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die zu fehlerhaften Messungen fiihren.
Typische Storeffekte sind unspezifische Bin-
dungen, die zu einem hohen Hintergrund
mit schlechtem Signal-Rausch-Verhiltnis
fithren, Kreuzreaktivitaten und Matrixef-
fekte. Vereinfacht ausgedriickt, basieren
die meisten dieser Effekte auf direkter
Interaktion des Analyten, des Fangeranti-
korpers oder des Detektorantikorpers mit
fremden Substanzen oder Oberflichen. Ein
vereinfachtes Schema typischer Storeffekte
ist in Abbildung 1 dargestellt. Bekannte
Storer, die regelmédfig in der Fachliteratur
beschrieben werden, sind beispielsweise he-
terophile Antikérper sowie HAMAs (human
anti-mouse-antibody)? oder Rheumafakto-
ren, Albumine, Komplement, Lysozyme*
und andere.

Stérungen durch Immunoassay-Label

Im allgemeinen ist es bei Immunoassays
iiblich, den Detektorantikorper — im Fall
eines kompetitiven Assays: den Standard-
Analyten — mit einem Label zu markieren.
Die haufigsten Label sind Enzyme (sehr oft
alkalische Phosphatase oder (Meerrettich)-
Peroxidase), Fluoreszenzfarbstoffe, radioak-
tive Isotope oder auch DNA (bei Immuno-
PCR). Auch hierbei konnen unerwiinschte
Effekte auftreten.

Bei Fluoreszenzfarbstoffen als Label besteht
die Gefahr, daf} die oftmals hydrophoben
Farbstoffe die Bindungseigenschaften des
Detektorantikérpers verandern, weil die
Farbstoffe selbst unerwiinschte Bindungen
eingehen und die Loslichkeit des markierten
Proteins herabsetzen konnen. Zusitzlich
kann die Antigen-Antikérperbindung ge-
schwicht werden®. Diese Effekte konnen
beispielsweise dazu fiihren, dafi der ge-
labelte Antikorper verstarkt unspezifisch
an die Oberflachen (Abb. 1 A und B), an
Fremdproteine der Realprobe (Abb. 1 C)
oder an den Fangerantikorper (Abb. 1 D)
bindet. In diesen Fillen resultiert auch in
Abwesenheit des Analyten ein falsch-po-
sitiver Mefiwert, oder der gesamte Assay
leidet unter einem hohen Hintergrund. Bei
Proteinchips werden in diesem Fall erh6hte
Hintergrundfluoreszenzen bei einzelnen
Spots beobachtet, oder es verschlechtert sich
insgesamt das Signal-Rausch-Verhiltnis.
Ebenfalls kénnen Proteine oder Antikorper
aus Serumproben an Fluoreszenzfarbstoffe
binden und so die Fluoreszenz des Farbstoffs
verringern oder sogar l6schen. Deshalb wird
bereits von manchem Forscher empfohlen,
auf Fluoreszenzfarbstoffe bei Proteinchips
zu verzichten beziehungsweise andere Label
zu wihlen®. Die Reaktionen bei Proteinchips
sind sehr komplex, weil gleichzeitig eine
Vielzahl verschiedener Fanger- und gela-
belter Detektorantikorper in einem gemein-
samen Reaktionsvolumen verwendet wird.
Dabei erhoht sich die Wahrscheinlichkeit
unspezifischer Bindungen von Proteinen
der Probe oder gelabelten Antikérpern an
einzelne Spots sowie die Gefahr von Storef-
fekten von Bestandteilen der Probe mit den
Antikorpern’.

Stérungen durch Kreuzreaktionen

Mit Kreuzreaktionen ist die Fahigkeit des
Antikorpers gemeint, auch an andere Struk-
turen als die des eigentlichen Zielanalyten zu
binden (Abb. 1, I-K). Oftmals handelt es sich
um Strukturen, die eine grofie Ahnlichkeit zu
dem Analyten haben. Beispiele hierfiir sind
Metabolite oder chemische Substanzen mit
dhnlicher molekularer Struktur. Auch Pro-
teine mit einer zufalligen Ahnlichkeit oder
mit Homologien der Aminosduresequenz
koénnen kreuzreagieren. Kreuzreaktivitdten
spielen besonders in kompetitiven Assay-
formaten, in denen nur ein Antikdrper ein-
gesetzt wird, eine grofiere Rolle®*. Bei diesen
Assays ist es sehr oft Bestandteil der Validie-
rung, mogliche kreuzreagierende Substanzen
zu identifizieren und deren Kreuzreaktivitat
im Experiment zu quantifizieren®.

Doch auch bei der Detektion von Pro-
teinen auf einem Western Blot oder bei
immunhistochemischen Anwendungen
konnen Kreuzreaktivitidten eine grofie Rolle
spielen. Dies zeigt sich in einer Anfarbung
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer Auswahl verschiedener Stéreffekte, die bei Immunoassays auftreten kdnnen. A: unspezifische Bindung
eines mit einem Label markierten Detektorantikdrpers an eine nicht blockierte Oberfldche. Als Folge ergeben sich falsch-positive Mef3signale.

B: unspezifische Bindung eines markierten Detektorantikdrpers an eine blockierte Oberflache. Trotz Blockierung der Oberfldche bindet der Anti-
koérper an die Proteine der Blockierung. Als Folge ergeben sich falsch-positive MeBisignale. C: Ein stérendes Protein bindet an den Fc-Anteil des
Detektorantikérpers und behindert dadurch sterisch die Bindung an den Analyten. Als Folge hiervon ergeben sich falsch-negative Signale. D: Der
Fangerantikorper bindet an den Fc-Anteil des Detektorantikdrpers. Als Folge ergeben sich falsch-positive MeBsignale. Der Analyt kann nicht mehr
an den Fangerantikérper binden. E: UnbeeinfluBter Assay. Der Idealzustand.

F: Eine ,.Briickenbindung” durch heterophile Antikérper bzw. durch HAMAs. Hierdurch wird der Fangerantikdrper mit dem Detektorantikdrper
verknlipft, so daf} sich falsch-positive Signale ergeben. G: Ein HAMA mit anti-idiotypischen Bindungseigenschaften zu dem Fangerantikorper. Der
storende Antikorper bindet im Bereich der hochvariablen Region des Fab-Bereichs und verhindert so die Bindung des Analyten. Als Folge hiervon
treten falsch-negative Signale auf. H: Ein HAMA mit anti-idiotypischen Bindungseigenschaften zu dem Detektorantikdrper. Der storende Antikérper
bindet im Bereich der hochvariablen Region des Fab-Anteils und verhindert so die Bindung des Analyten. Als Folge hiervon treten falsch-negative
Signale auf. I: Kreuzreaktivitat eines Stérers mit dem Fangerantikorper. Als Folge hiervon treten falsch-negative Signale auf.

J: Kreuzreaktivitat eines Stérers mit dem Detektorantikérper. Als Folge hiervon treten falsch-negative Signale auf. K: Kreuzreaktivitat sowohl

mit dem Fanger- als auch mit dem Detektorantikdrper. Ein solches Phdnomen ist in der Praxis eher selten, doch bei Antikérpern mit schlechter
Spezifitdt durchaus mdglich. Bei Antikrpern, die gegen ein Target mit konservierten Aminosduresequenzen eines Proteins gerichtet sind, dessen
Sequenzmotive auch bei anderen Proteinen vorkommen, kann ein solches Stdrungsbild vorkommen. L: Maskierung des Analyten durch ein Protein
der Probe, wodurch das Epitop fiir den Fangerantikdrper blockiert wird, so daf3 die Bindung des Analyten entweder gar nicht oder —im Falle einer
sterischen Behinderung — nur sehr schlecht erfolgen kann. Als Folge hiervon ergeben sich falsch-negative Signale.
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mit PBS

mit LowCross

Abb. 2: Reduktion einer unspezifischen Wechselwirkung des Detektorantikdrpers an die Oberfldche durch Verwendung von LowCross-Puffer, wo-
durch sich insgesamt das Signal/Rausch-Verhaltnis von 3.4 auf 17,3 verbesserte (durchgefiihrt von N. Dankbar, Universitat Miinster).

weiterer Banden oder Zellstrukturen, ohne
daf} die genauen molekularen Ursachen fiir
das Auftreten dieser unerwiinschten Bin-
dungen immer bekannt waren. Bei Western
Blots handelt es sich in vielen Fllen schlicht
um Fragmente des Zielproteins, die durch
natiirlichen Abbau oder im Rahmen der me-
thodischen Durchfithrung entstanden sind.
In manchen Fillen ist eine solche pauschale
Aussage nicht ausreichend, und man mufi
das Auftreten von Kreuzreaktivitaten des
Primédrantikorpers oder des Sekundéaranti-
korpers in Betracht ziehen.

Stérungen durch
unspezifische Bindungen

Nahe verwandt mit den Kreuzreaktivitaten
sind die unspezifischen Bindungen. Die Ur-
sachen auf molekularer Ebene sind andere als
bei den Kreuzreaktivitdten. Der Unterschied
wird in der taglichen Laborpraxis aber nicht
immer deutlich. Von Kreuzreaktivitaten
wird gesprochen, wenn der Kreuzreaktand
bekannt ist und dessen kreuzreagierende Ei-
genschaft nachgewiesen werden kann, zum
Beispiel iiber die Bestimmung der kompetie-
renden Konzentration des Kreuzreaktanden®.
Bei einer unspezifischen Bindung erfolgt die
Bindung an Substanzen, die entweder in
weitaus hoherer Konzentration als der Ziel-
analyt vorkommen (z. B. unspezifische Bin-
dungen an Albumine oder Immunglobuline),
an Gefafsoberflachen (z. B. bei ELISA-Wells
oder bei Western Blot-Membranen) oder an
Spots aus immobilisierten Antikdrpern bei
Proteinchips’.
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Stérungen durch Matrixeffekte

Matrixeffekte sind die Summe der Storeffekte
aller Komponenten, die in einer Probe vor-
kommen und die Messung des Zielanalyten
beeinflussen’. Wenn die genaue molekulare
Ursache einer Stérung nicht bekannt ist,
aber mit der Zusammensetzung der zu ver-
messenden Probe in Verbindung gebracht
werden kann, spricht man im allgemeinen
von einem Matrixeffekt. Auch hier sind die
Uberginge zu den einzelnen Storeffekten
flielend. Fiir Matrixeffekte konnen ,, Anti-
Animal-Antibodies”, heterophile Antikorper,
endogene Storer oder Einfliisse der Viskosi-
tat, des pH-Werts oder der Salzkonzentration
verantwortlich sein.

Stérungen durch
~Anti-Animal-Antibodies”

Humane ,,Anti-Animal-Antibodies”
(HAAA) konnen vom IgG-, IgA-, IgM- oder
IgE-Typ sein und werden als Immunantwort
auf den Kontakt mit Immunglobulinen tieri-
schen Ursprungs gebildet. HAAAs sind als
wichtige Storer bei vielen diagnostischen
Immunoassays bekannt, und bis zu 80%
aller Patientenproben koénnen - je nach
veroffentlichter Studie — HAA As enthalten,
die zudem Konzentrationen bis in den Be-
reich von einigen Milligramm pro Milliliter
erreichen konnen™.

Human-Anti-Mouse Antibodies (HAMA)
sind sicherlich die bekanntesten stérenden
Antikorper in Immunoassays. HAMAs sind
humane Antikorper, die relativ spezifisch

und mit merklicher Affinitdt Maus-Antikor-
per binden. Hintergrund ist hier besonders
die Gabe von therapeutischen Antikérpern,
die oft als Medikamente fiir Krebstherapien
eingesetzt werden. Nach Verabreichung
reagiert das menschliche Immunsystem auf
diese fremden Antikérper und bildet nach
und nach Antikdrper gegen die Maus-An-
tikorper. HAMAs storen deshalb immuno-
logische Methoden, die mit Maus-Antikor-
pern arbeiten. Bei Sandwichformaten aus
monoklonalen Maus-Antikorpern werden
durch Briickenbildung Fanger- mit Detekto-
rantikorper verkniipft (Abb. 1 F), wodurch
ein falsch-positives Mefisignal entsteht.
Aufgrund der hohen Sequenzihnlichkeit
zwischen den Antikorpern verschiedener
Spezies sind HAMA-haltige Seren eventuell
auchin der Lage, Assays zu storen, in denen
Antikorper aus anderen Spezies verwendet
werden.

Doch nicht nur Antikorper-Medikamente
sind fiir die Entstehung von HAMAs ver-
antwortlich. Der langjahrige Umgang mit
Haustieren fordert ebenfalls die Entstehung
von Antikorpern, die entweder nur an An-
tikorper bestimmter Spezies (z. B. Kanin-
chen, Maus, Hund, Hamster) binden oder
artentibergreifend verschiedene Antikorper
mit unterschiedlichen Affinitdten erkennen
und so Assays storen konnen. Manche
Storantikorper binden nicht nur an den Fe-
Abschnitt, sondern auch direkt an die Fab-
Bereiche der verwendeten Assayantikorper.
Hierdurch kann die Bindung des Analyten
reduziert oder sogar verhindert werden, und
die Folge ist eine falsch-negative Bestim-
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mung (Abb. 1 G und H). Wenn HAAAs an
den Fc-Abschnitt eines Antikorpers binden,
spricht man von Anti-isotypischen-Storern,
binden sie direkt an die hochvariable Region
des Fab-Abschnitts, spricht man von Anti-
idiotypischen Storern'.

Stérungen durch
heterophile Antikérper

Taber’s Medical Dictionary definiert he-
terophile Antikorper als ,Antikorper, die
andere Antigene als das spezifische Antigen
binden”". Auch heterophile Antikorper
konnen vom IgG-, IgA-, IgM- oder IgE-Typ
sein. Besonders der IgM-Typ spielt eine be-
sondere Rolle bei Seren von rheumatischen
Patienten. Diese Seren enthalten sogenannte
Rheumafaktoren in hoher Konzentration.
Rheumafaktoren sind IgM-Antikorper, die
an Fc-Abschnitte humaner Antikorper bin-
den und somit auch arteniibergreifend an
Fc-Abschnitte der im Assay verwendeten
Antikorper binden kénnen. Daher verkniip-
fen rheumatische Seren Fanger- mit Detek-
torantikdrpern mit der Folge von falsch-
positiven Signalen. Dieses ist zugleich der
generelle Stormechanismus der heterophilen
Antikdrper. Die Wirkung der rheumatischen
Seren dhnelt der Wirkung der HAAAs. Der
Unterschied zu den HAAAs liegt in der
Entstehung der heterophilen Antikorper:
Diese werden nicht durch den Kontakt mit
tierischen Immunglobulinen gebildet, son-
dern sind multispezifische Antikorper der
frithen Immunantwort oder stérende Anti-
korper mit unbekannter immunologischer
Entstehungsgeschichte”.

Stérungen durch HAA As oder durch hete-
rophile Antikorper sind schon seit mehr als
30 Jahren bekannt. Die storenden Antikorper
sind im allgemeinen schwach bindende An-
tikorper? und stéren vorwiegend Assays, die
aufgrund der niedrigen Konzentration des
Analyten mit geringen Verdiinnungen der
humanen Serum- oder Plasmaprobe auskom-
men miissen'?. Zusitze von blockierenden
Substanzen zu dem Probenpuffer — im all-
gemeinen unspezifische Seren, Antikorper-
Fragmente oder hohe Konzentrationen von
tierischen Immunglobulinen — kénnen durch
Kompetition die Storeffekte der HAAAs oder
heterophilen Antikorper reduzieren, aber
nicht immer verhindern'.

Stérungen durch endogene
Bestandteile der Probe

Auch natiirlich vorkommende Proteine der
Realprobe kénnen Immunoassays storen.
Bekannte Storer in humanen Seren sind
beispielsweise Albumine, Komplement, Ly-
sozyme und Fibrinogen*. Niedermolekulare
Analyte koénnen an Albumin binden. Dies
erschwert die Zuganglichkeit des Antikor-
pers zu dem Analyten. Zahlreiche Hormone
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liegen an Transportproteine gebunden vor,
was je nach verwendeten Antikérpern zu
Schwierigkeiten fithren kann. Zudem haben
viele natiirlich vorkommende Proteine die
Fahigkeit andere Substanzen und Proteine
zu binden. Oft ist diese Bindefdhigkeit we-
sentlicher Teil der Funktion des jeweiligen
Proteins. Albumin, Komplement und C-reak-
tives Protein (CRP) sind fiir viele Substanzen
nattirliche Rezeptoren. Daher sind hier — dhn-
lich wie bei den Antikérpern — unspezifische
Bindungen oder sogar Kreuzreaktionen
denkbar, die die Erkennung bestimmter Ana-
lyte in einem Assay erschweren. Endogene
Proteine konnen als Storer an die Assayanti-
korper binden (Abb. 1 C, I-K) oder den Ziel-
analyten fiir die Assayantikorper maskieren
(Abb. 1 L). Lysozyme beispielsweise binden
unspezifisch an Proteine mit einem niedrigen
isoelektrischen Punkt. Daher kénnen auch
Antikorper, die einen isoelektrischen Punkt
von etwa 5 haben, gebunden werden und
beispielsweise Briickenbildung zwischen
Fanger- und Detektorantikorper auslosen®.
Ein wichtiger Aspekt, der in diesem Zu-
sammenhang noch erwédhnt werden sollte,
sind Stérungen durch stark lipidhaltige

mit LowCross mit TTBS

sind und die Antikoérper-Analyt-Bindung
durch Lipide gestort werden kann.

Der Hook-Effekt

Der Hook-Effekt fithrt zu falsch-negativen
Bestimmungen, die aber im Gegensatz zu
den anderen Storeffekten nicht durch Inter-
aktionen mit Storfaktoren entstehen.

Ein Hook-Effekt kann bei Assays auftreten,
bei denen die Probe direkt mit den Assay-
antikérpern gemischt wird und der Analyt
in sehr hohen Konzentrationen auftritt. In
diesem Fall konnen hohe Konzentrationen
des Analyten, die die Konzentrationen der
Assayantikorper tibersteigen, die Fanger-
und Detektorantikorper sattigen. Damit
simulieren hohe Konzentrationen eine
weitaus niedrigere Konzentration im Assay,
und hieraus folgt eine deutliche Unterbe-
stimmung der wahren Konzentration®. In der
Praxis a6t sich ein Hook-Effekt dadurch ver-
meiden, dafd eine hohere Konzentration der
Assayantikorper verwendet oder mit einer
hoheren Verdiinnung der Probe gearbeitet
wird. Alternativ muff durch systematische
Verdiinnung der Probe sichergestellt sein,
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Abb. 3: Immunologische Detektion eines Western Blots (durchgefiihrt von Dr. D. Sperling,
MACHEREY-NAGEL, Diiren) zum Nachweis der Cytokeratine 4, 5 und 6. Darstellung der immuno-
logischen Detektion unter Verwendung von LowCross-Puffer im Vergleich zu TTBS. LowCross-
Puffer konnte die unerwiinschten Bindungen vollstédndig verhindern. Die Cytokeratine 4, 5 und 6
zwischen 56 und 60 kDa werden mit LowCross-Puffer deutlich detektiert. Spur 1 und 1°: Detek-
tion aus Leberzellen, Spur 2 und 2': Detektion aus Hela-Zellen. M: Molekulargewichtsmarker,
gefdrbt mit Amido Black. Als Blotting-Membran wurde die Nitrocellulose-Membran porablot NCP

(MACHEREY-NAGEL, Diiren) verwendet.
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daf} der gemessene Wert nicht einem Hook-
Effekt unterliegt. Bekannte klinische Para-
meter, die einem Hook-Effekt unterliegen
konnen, sind beispielsweise CRP, AFP, CA
125, PSA, Ferritin, Prolactin und TSH*.

Vermeidung der Storeffekte
durch LowCross-Puffer

Ursache der meisten beschriebenen Storef-
fekte sind unerwiinschte niederaffine bis
mittelaffine Interaktionen der storenden
Faktoren mit den Antikérpern oder den
Analyten, nieder- bis mittelaffine Bindun-
gen von gelabelten Antikorpern zu anderen
Proteinen oder Oberflachen sowie schwache
bis mittlere Kreuzreaktivitiaten der Antikor-
per zu strukturverwandten Substanzen.
Daher unterliegen diese Storeffekte einer
Gemeinsamkeit, die der neuentwickelte
LowCross-Puffer ausnutzt: die stérende
Bindung ist schwicher als die spezifische
Bindung zum eigentlichen Zielanalyten.
Hierbei gibt es natiirlich auch Ausnahmen,
weil auch in seltenen Fillen sehr hochaffine
Kreuzreaktivititen vorkommen konnen,
die gleiche Qualitaten wie die eigentlichen
spezifischen Bindungen erreichen kénnen.
In solchen Fillen mufs man dann von einer
spezifischen Bindung sprechen und man hat
im Prinzip einen Antikorper, der gegen zwei
verschiedene Substanzen gerichtet ist. Der
LowCross-Puffer wurde gezielt entwickelt,
um generell schwache und mittlere Bin-
dungen zu verhindern und moglichst nur
hochaffine Bindungen mit hoher Spezifitat
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zu zulassen. Die Abbildungen 2 bis 5 zei-
gen verschiedene Beispiele von typischen
Storeffekten bei Immunoassays, die durch
Verwendung von LowCross-Puffer verhin-
dert werden konnten.

Abbildung 2 zeigt eine Proteinchip-An-
wendung, bei der LowCross-Puffer einen
starken Hintergrund reduziert und so das
Signal-Rausch-Verhaltnis von 3,4 auf 17,3 ver-
besserte. In dem Versuch wurden verschiede-
ne polyklonale anti-EPIL-Antikoérper (EPIL =
early placenta insulin like growth factor) auf
ihre Eignung untersucht. Hierzu wurden auf
Aminosilan-funktionalisierten Microarray-
Slides die gereinigten Antikdrper mittels
eines Spotters (GMS 417) mit einer Konzen-
tration von 500 pug/ml und einem Volumen
von 1,8 nl/Spot immobilisiert. AnschliefSend
wurde 2 ml Medium einer EPIL-{iberexpre-
mierenden Zellinie (SKBR3) mit Oyster650P
(Denovo Biolabels GmbH, Miinster) versetzt
und alle darin befindlichen Proteine in einem
Ansatz gelabelt. Die Inkubation auf dem
Slide erfolgte in Verdiinnung des Mediums
mit LowCross-Puffer im Vergleich zu PBS in
einem Verhiltnis von 1: 20 (Medium /Puffer).
Nach dem Waschen der Microarray-Slides
wurden diese mit einem Fluoreszenzscanner
(GMS 418) ausgelesen und die Daten mit
ImaGene (Biodiscovery Inc.) ausgewertet.
Hierbei konnte durch die Verwendung von
LowCross-Puffer eine deutliche Reduzierung
des Hintergrundsignals erreicht werden,
die eine Unterscheidung der einzelnen An-
tikorper hinsichtlich ihrer Eignung fiir die
Bindung von EPIL méoglich machte.

Abbildung 3 zeigt die immunologische De-
tektion eines Western Blots der Cytokeratine
4,5 und 6 aus Leberzellen und aus HelLa-
Zellen, bei dem durch Kreuzreaktivitaten in
Kombination mit unspezifischen Bindungen
weitere Banden als die eigentlichen Zielban-
den detektiert wurden. Hierbei wurden die
Proteinproben in einem 12,5% SDS-Poly-
acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt
und anschlieffend auf eine Nitrocellulose-
Membran geblottet. Zum Nachweis von
Cytokeratinen in den Proteinproben wurde
eine Immunoblot-Detektion nach einem
modifizierten Standardprotokoll”® sowie mit
LowCross-Puffer durchgefiihrt. Gebundene
anti-Cytokeratin-Antikorper (Polyclonal
Rabbit anti-Cytokeratin, Biomeda, Foster
City, CA, USA) - verdiinnt 1:2500 in Low-
Cross-Puffer oder in TTBS (Tween-Tris-
buffered-saline) — wurden mit einem mit
alkalischer Phosphatase gekoppelten se-
kundéren Antikorper (Goat anti-rabbit IgG,
abcam, Cambridge, UK) verdiinnt (1:1250
in LowCross bzw. in TTBS), detektiert und
mittels BCIP/NBT visualisiert.

Eine genaue molekulare Zuordnung der
Ursache der unerwiinschten Bindungen der
immunologischen Detektion ist nur schwer
zu treffen. Moglicherweise sind hier Kreuz-
reaktivitdten mit weiteren Cytokeratinen
und deren Abbauprodukte zu sehen, oder
es handelt sich um unspezifische Bindungen
an unterschiedliche Proteine aus dem Zel-
laufschluf3 der Leber- beziehungsweise der
HeLa-Zellen. Durch einfachen Austausch
des TTBS-Puffers, mit dem der Primar- und

0,05 + T

1 1.5
CRP [ng/ml]

Abb. 4: ELISA von CRP in Kaninchenserum (durchgefiihrt von A. Zellmer, CANDOR Bioscience, Miinster). LowCross-Buffer verbessert die Sensitivi-

tat durch eine Aufhebung eines Matrixeffekts.
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Abb. 5: Verhindern falsch-positiver Bindungen (Spezifitdtskontrolle Reihe A1-12 bzw. Leerwert-
kontrolle H1-12) durch LowCross-Puffer bei einem ELISA gegen Meerschweinchen-IgG (durch-
geflihrt von Dr. C. Specht, PARA Bioscience, Gronau).

Sekundarantikérper verdiinnt wurde, mit
LowCross-Puffer, konnten die unerwiinsch-
ten Bindungen derart reduziert werden, dafl
ausschliefilich die erwiinschten Cytokerati-
ne im Molekulargewichtsbereich von 56 bis
60 kDa gefarbt wurden.

Ein Beispiel, wie sich ein Matrixeffekt
bei einem ELISA auswirken kann, ist in
Abbildung 4 gezeigt. Mit diesem Modellas-
say (entwickelt von CANDOR Bioscience,
Miinster) wurde gezielt ein Matrixeffekt
induziert. Hierzu wurde Kaninchenserum
als Matrix verwendet, das mit humanem
C-reaktiven Protein (CRP, Biotrend, Koln) in
definierten Konzentrationen versetzt wur-
de. Als Fangerantikorper wurde Clone C2
(Biotrend, 1 png/ml Coating-Konzentration
in PBS), als Detektor biotinylierter Clone C6
(Biotrend, Arbeitskonzentration 2 pg/ml)
verwendet. Die gespiketen Serum-Proben
wurden entweder mit einem PBS-BSA-Puf-
fer oder mit LowCross-Puffer 1:2 verdiinnt
und fiir den ELISA eingesetzt. Die Detektion
erfolgte tiber NeutrAvidin™-Horseradish
peroxidase conjugated (Pierce, Arbeitskon-
zentration 0,05 ng/ml in PBS-BSA-Puffer)
mit ImmunoPure®TMB-Substrat (Pierce).

Ein Matrixeffekt, dessen genaue mole-
kulare Ursache nicht bekannt ist, fithrt zu
einer Kalibrationsgeraden mit schlechter
Sensitivitat. CRP ist aufgrund seiner phy-
siologischen Funktion in der Lage, an sehr
viele Proteine und Substanzen (Scavenger-
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Funktion des CRP) zu binden, wodurch
wahrscheinlich in diesem Falle die Erreich-
barkeit der Epitope fiir die Antikorper er-
schwert wird. Vermutlich liegt ein Storeffekt
vor, wie er in Abbilgung 1 (L) schematisch
dargestellt ist, obwohl Storeffekte, wie in
Abb. 1 (I-K) dargestellt sind, nicht ausge-
schlossen werden konnen. LowCross-Puffer
wiederum verhindert die Bindung des CRPs
an endogene Substanzen des Kaninchense-
rums und verbesserte so die Sensitivitat der
Kalibrationsgeraden um den Faktor 3.

Abbildung 5 ist ein Beispiel eines ELISAs
gegen Immunglobulin aus Meerschwein-
chen (entwickelt von PARA Bioscience,
Gronau), der fiir immuntoxikologische
Studien mit Meerschweinchen eingesetzt
wird, bei dem falsch-positive Bindungen
in der Spezifititskontrolle (Reihe A1-A12)
sowie beim Leerwert (H1-H12) die Inter-
pretation und Auswertung vereitelten.
Die Verwendung von LowCross-Puffer
verhinderte die falsch-positiven Bindungen
und ermoglichte zudem den Nachweis der
Konzentrationsabhédngigkeit in den Reihen
B bis G 1-6 bzw. B bis G 7-12.

Als Fanger wurde Goat-anti-guinea-pig-
IgG F(ab)2 und als Detektor Goat-anti-gui-
nea-pig-IgG (Fcy), biotinyliert (beide von
Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.,
Konzentrationsbereiche je 0,31 bis 10 pg/ml
in PBS) verwendet. Das Meerschweinchen-
IgG wurde entweder in LowCross-Puffer

oder in PBS verdiinnt (Bereich 1-6 50 ng/ml,
Bereich 7-12 10 ng/ml). Als Blockierungs-
puffer wurde PBS-BSA-Puffer verwendet.
Die Detektion erfolgte mit Streptavidin-Per-
oxidase (Sigma) und ortho-Phenylendiamin
(Sigma).

Fazit

Das Phédnomen der Storeffekte bei Immu-
noassays ist so alt wie die methodische
Verwendung von Antikorpern fiir bioana-
lytische und diagnostische Zwecke. Im
Laufe der vergangenen 30 Jahre wurden
zahlreiche molekulare Ursachen gefunden
und deren Stérungsmechanismen unter-
sucht, was wiederum die Entwicklung von
Vermeidungsstrategien forderte. Mit dem
heutigen Stand der Technik lassen sich viele
Storeffekte minimieren, und hierzu leistet
der LowCross-Puffer einen wesentlichen
Beitrag. Neuartig ist, daf nun verschie-
dene Storeffekte mit unterschiedlichen
molekularen Ursachen minimiert werden
kénnen und LowCross-Puffer bei unter-
schiedlichen Immunoassays anwendbar
ist. Die hier gezeigten Ergebnisse sind ein
Ausschnitt aus unterschiedlichen Storef-
fekten bei unterschiedlichen Methoden,
die mit LowCross-Puffer minimiert oder
vermieden werden konnten. Ebenfalls
konnten Storeffekte durch HAMAs und
Rheumafaktoren, unspezifische Bindungen
bei immunhistochemischen Anwendungen
sowie falsch-positive Bindungen bei Immu-
no-PCR, durch LowCross-Puffer verhindert
werden. Insgesamt konnen nun zeit- und
kostenaufwendige Optimierungsstrategien
verkiirzt und vereinfacht werden, wobei
gleichzeitig eine Verbesserung der Ergeb-
niszuverldssigkeit erreicht wird.
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Assayentwicklung

Immunoassays:

Entwicklung

und optimierte Puffer

Dr. Peter Rauch, Dr. Tobias Polifke, CANDOR Bioscience GmbH, Miinster

Zu den Immunoassays gehéren Western Blots, RIA, Immuno-PCR, Proteinchips und Immun-
histochemie genauso wie der allseits bekannte ELISA. Die Pufferauswahl wird hierbei haufig
vernachldssigt, ist aber ganz wesentlich fiir die analytische Zuverlassigkeit von Immunoassays.
Die Entwicklung guter ELISAs erfordert zudem eine zielgerichtete Vorgehensweise und ein

entsprechend erfahrenes Team.

Key Words: ELISA-Entwicklung, Pharmaforschung, Diagnostik

CANDOR Bioscience entwickelt ELISAs vor al-
lem fiir Kunden aus der Pharmaforschung und
der diagnostischen Industrie. Zunéchst sam-
melte das Griinderteam tiber Jahre hinweg Er-
fahrungen in derAuftragsentwicklung an einem
industrienahen Forschungsinstitut. Aufgrund
der positiven Erfahrungen in der dortigen Ar-
beitsgruppe ,, Assay development” griindete Dr.
Rauch mit seinem Team die Firma CANDOR
Bioscience. CANDOR ist sowohl mit seinen
innovativen Produkten als auch mit kunden-
spezifischen Dienstleistungen klar fokussiert
auf Immunoassays. Das ermdglicht optimale
Qualitat bei gutem Preis-Leistungs-Verhéltnis,
verbunden mit kompetenter Beratung zu allen
Themen rund um Immunoassays.

Produkte

Die Produkte sind in allen Anwendungen
von Immunoassays nutzbar. Sie helfen
sowohl die analytische Zuverldssigkeit als
auch die Wirtschaftlichkeit zu erhéhen. Dies
angefangen von der Universitatsforschung
iiber die Pharma-Entwicklung bis hin zur
Routine in diagnostischen Laboratorien.
Der innovative LowCross™-Buffer redu-
ziert Kreuzreaktivitaten, Interferenzen und
Matrix-Effekte, die bei allen Immunoassays
insbesondere bei Blut-, Serum- und Gewe-
beproben auftreten kénnen. Die weiteren
Produkte der CANDOR Bufferline gestalten
als ready-to-use-Losungen die Arbeit des

Das Griinderteam der CANDOR Bioscience:
Dr. Tobias Polifke, Angela Zellmer, Dr. Peter
Rauch (v.l.n.r)

Anwenders einfacher, sicherer und vor allem
effizienter — also kostengiinstiger.

Dienstleistungen

Das Team von CANDOR besitzt langjdhrige
Erfahrung in der Entwicklung, Optimierung
und Validierung von ELISAs. Der Kunde
erhdlt neben dem systematisch optimierten
Assay, detaillierte Arbeitsanweisungen (SOP)
und Beratung rund um Immunoassays. Im Be-
reich der Immunhistochemie bietet CANDOR
neben Schnitten, histologischer Begutachtung
und der 3-D-Rekonstruktion vor allem histo-
logische und zytochemische Farbungen an —
auch als Mehrfach-Farbungen zur Detektion
verschiedener Analyte in einem Schnitt.

Ansprechpartner

Dr. Peter Rauch, Tel.: +49-(0)251-980 28 79
www.candor-bioscience.de
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