ELISA

Langzeit-Stabilisierung von
Assay-Komponenten

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

Die zuverlassige Langzeit-Stabilisierung der einzelnen Komponenten eines Immunoassays
ist bei vielen Anwendungen wiinschenswert. Unabhangig davon, ob sehr kleine, mittlere oder
auch groBe Stlickzahlen von ELISAs durchgefiihrt werden, ist die Stabilisierung und Lagerung
von Komponenten eine sinnvolle und zum Teil zwingend notwendige Voraussetzung fiir einfa-
ches und zeitsparendes Arbeiten. In diesem Artikel wird der Stand der Technik —insbesondere
im Hinblick auf die klinische Diagnostik — diskutiert. Fiir die klinische Immundiagnostik ist
die ausreichende Stabilitat von Assay-Komponenten Voraussetzung fiir die Markteinfiihrung
von Produkten geman EU In-Vitro-Diagnostika-Richtlinie (IVDD 98/79/EC)'.

Wer nur einzelne ELISA im Rahmen der
Grundlagenforschung durchfiihrt, tut gut
daran, nicht fiir jede Messung alle Kom-
ponenten neu anzusetzen. Es ist einfacher
und zeitsparender in einem Ansatz den
Bedarf eines halben Jahres oder Jahres zu
erstellen und dann sukzessive aufzubrau-
chen. Ergebnisse auch in der Grundlagen-
forschung werden so besser vergleichbar,
weil Messungen immer mit identischen
Materialien durchgefiihrt werden kénnen.
Im Rahmen umfangreicherer Studien, wie
in der Lebensmittelanalytik, der medizini-
schen Forschung oder pharmazeutischer
Fragestellungen, werden haufig mittlere
Sttickzahlen von zehn bis einigen hundert
ELISA-Platten vermessen und dies mitunter
parallel in mehreren Laboratorien von ko-

operierenden Arbeitsgruppen. Hier ist also
nicht nur die zentrale Erstellung von ELISAs
in gleichbleibender Qualitat notig. Die ELI-
SAs miissen auch gelagert und versendet
werden, ohne dass es zur Verschlechterung
der Komponenten kommt. Im Bereich der
Immundiagnostika — zum Beispiel fiir die
klinische Anwendung — ist es seit Jahrzehn-
ten das allgemeine Vorgehen, dass ELISA als
Produkte von einzelnen Firmen gefertigt, an
Kunden versandt und nach entsprechender
Lagerung verbraucht werden. Die Anforde-
rungen an die Stabilitdt sind im Bereich der
immundiagnostischen Produkte zweifellos
am hochsten, doch auch die anderen Berei-
che kénnen sich an den etablierten Verfahren
in der Diagnostika-Produktion gut und
einfach orientieren.
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Abb. 2: Stresstest bei 45°C mit einem monoklonalen Antikérper, der bei Stabilisierung mit zu-
ckerhaltigen Losungen der ersten Generationen schon nach 24 Stunden keine messbare Bin-
dung mehr zeigt (Daten nicht gezeigt). Die Stabilisierer der zweiten Generation A, B und C zeigen
akzeptable Ergebnisse. Mit dem Stabilisierer der dritten Generation Liquid Plate Sealer® zeigt
dieser instabile Antikorper selbst nach 66 Tagen Inkubation bei 45°C mehr als 857% seiner Aktivi-

tat und damit eine deutlich bessere Stabilitat.
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Zentraler Bestandteil eines jeden ELISA
ist die mit Antikdrpern oder Antigenen
beschichtete ELISA-Platte. Im Falle eines
Sandwich-ELISA werden Fanger-Antikorper
immobilisiert. Dies geschieht in der Regel
durch einfache Adsorption in einem Coating-
Buffer. Die Auswahl des Coating-Buffers
orientiert sich an der Menge der funktional
immobilisierten Antikdrper. Zu beobachten
ist hierbei, dass meist kaum mehr als 2 bis
8% aller auf eine ELISA-Platte aufgebrach-
ten Antikorper tiberhaupt funktionell sind,
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Abb. 1: Beschichten (Coaten), Blockieren

und Stabilisieren von ELISA-Platten im Drei-
schritt- und im Zweischritt-Verfahren. Die
jeweiligen Lésungen werden zugegeben, in-
kubiert und wieder entfernt, bevor die Platten
fur die Langzeit-Lagerung getrocknet und
eingeschweifit werden.

also ihren Analyten tatsdchlich noch binden
konnen??. Die Griinde fiir diese tiberaus
geringe Ausbeute liegen vornehmlich in der
raumlichen Orientierung sowie in Konforma-
tionsanderungen durch Oberflicheneffekte
wéhrend der Immobilisierung. Im nachsten
Schritt ist eine Blockierung aufzubringen, die
die noch freien Bindungsstellen der ELISA-
Platte absattigen muss. Dadurch wird verhin-
dert, dass Bestandteile der zu vermessenden
Probe oder Detektor-Antikorper direkt an
die Platte binden und falsche, unspezifische
Signale hervorrufen kénnen. Die nétige Qua-
litat der Blockierung hangt in starkem Mafle
von den zu vermessenden Analyten, den zu
vermessenden Proben-Matrices sowie der
geforderten Ergebniszuverlassigkeit ab*. Es
stehen viele verschiedene Blockierer, ange-
fangen bei den weniger effektiven syntheti-
schen, tiber die etablierten Protein-Blockierer
wie BSA oder Casein, bis hin zu den in der
Literatur seit Jahrzehnten als hochsteffektiv
beschriebenen, chemisch gespaltenen Ca-
sein-Blockierern zur Verfiigung. Letztere
stehen erst seit wenigen Jahren als Produkte
zur Verfligung, da die Reproduzierbarkeit
der Produktion ein frither ungeldstes Pro-
blem darstellte. Diese Hiirde ist mittlerweile
genommen. Der dritte Schritt ist die Stabi-
lisierung der gecoateten Antikorper. Dazu
wird die Blockierungslosung entfernt, eine
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Abb. 3: Die Kalibrationskurven eines Sandwich-ELISA, der mit BSA blockiert wurde (rot) oder
alternativ dazu zusatzlich mit Liquid Plate Sealer® stabilisiert wurde (blau), sind aufgetragen. Die
Kalibrationskurven am Tag Null sind identisch, die Sensitivitdt des Assays ohne Stabilisierung
nimmt jedoch rapide ab bei Lagerung bei 37°C. Dieser Stresstest bei 37°C zeigt jedoch, daf} die-
ser ELISA nach Stabilisierung keinen Einbruch der Sensitivitat Gber die Versuchsdauer von 84

Tagen zeigt.

Stabilisierungslosung aufgebracht und nach
Inkubation wieder entfernt. Im Anschluss
wird die Platte getrocknet, eingeschweif3t
und bis zur Messung gelagert. Abbildung 1
zeigt die Vorgehensweise bei der Produktion
von gecoateten ELISA-Platten im Dreischritt-
und im Zweischrittverfahren schematisch.
Im Wesentlichen sind die genannten Schritte
identisch, egal ob Fanger-Antikorper oder
aber Antigene immobilisiert werden. Uber
Jahrzehnte erfolgreich etablierte Praxis in
der diagnostischen Fertigung ist es, dass die
oben genannte Stabilisierung mit Kohlen-
hydrat-haltigen Losungen — haufig eigene
Formulierungen der jeweiligen Produzenten
— durchgefiihrt werden. Dies war die erste
Generation von Stabilisierungslosungen.
Sie fiihrte bei vielen Antikoérpern und vielen
Assays zu ausreichenden Lagerstabilita-
ten — zumal man sich auf kontinuierliche
Kiihlung in Kiihlketten verlassen konnte.
Neben diesen ,homemade”-Stabilisie-
rungslosungen sind auch seit vielen Jahren
sogenannte Coating-Stabilizer — meist aus
amerikanischer Herstellung — im Markt, die
vor allem zwei neue Vorteile bieten. Erstens
konnte durch diese kommerziellen Stabili-
sierungslosungen der zweiten Generation
erstmalig aus den zwei Produktionsschritten,
also der Blockierung und der Stabilisierung,
ein einziger Produktionsschritt gestaltet
werden, ohne dass wesentliche messbare
Verluste der Zuverlassigkeit aufgrund zu
stark schwankender Blockierung auftraten.
Zweitens wurden durch diese kommerziel-
len Stabilisierungslosungen im Vergleich zu
den bis dahin etablierten Zucker-Losungen
wesentlich bessere und langere Haltbarkeiten
erzielt. Dies ist vor allem dann von Interesse,
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wenn relativ instabile Antikorper verwendet
werden. Insbesondere monoklonale gerei-
nigte Antikorper zeigen hdufig schwache
Stabilitat auf Oberfléchen. Aber auch po-
lyklonale Seren kénnen von sehr kurzen
Halbwertszeiten betroffen sein. Die Auswahl
der fiir ein Produkt geeigneten Blockierungs-
und/oder Stabilisierungslosung erfolgt im
Rahmen der Produktentwicklung und Va-
lidierung eines klinischen Diagnostikums.
Die EU-Richtlinie zu In-Vitro-Diagnostika
(IVDD 98/79/EC)! schreibt vor, dass sich die
Merkmale und Leistungen von Diagnostika
wiahrend der ,Lebensdauer” nicht derart
verandern diirfen, dass die Sicherheit der
Patienten gefdhrdet wird. Faktisch bedeutet
dies, dass sich Produktmerkmale tiberhaupt
nicht verdndern diirfen, da jede Fehldiagnose
eines klinischen Diagnostikum immer ein
potentielles Sicherheitsrisiko fiir Patienten
darstellt. Ohne ausreichende Stabilitat darf
also kein Diagnostikum im europédischen
Markt verkauft werden - fiir wesentliche
internationale Markte gibt es ebenfalls ent-
sprechende Anforderungen.

Trends in der Diagnostik
und neue Herausforderungen

Diverse Trends beeinflussen die Entwicklung
moderner Immundiagnostika. Einige werden
beispielhaft genannt und ihre Auswirkungen
auf die Anforderung an die Stabilisierung
von Immundiagnostika beschrieben. Trend
1: Es gibt einen steigenden Kostendruck
in der diagnostischen Industrie in den
Industrienationen. Dieser wird zum einen
getrieben durch die politisch gewiinschte
Kostenreduktion im gesamten Gesundheits-

sektor, zum anderen durch die steigende
Konkurrenz bei sinkender Unterscheidung
der Anbieter von Diagnostika. Dies fiihrt zu
Preisdruck, dem letztlich vor allem durch
Anpassungen in der Produktion begegnet
werden kann. Dieser Trend wirkt sich auch
auf etablierte Diagnostika aus, wobei die
Qualitat im Markt etablierter Diagnostika
sich nicht negativ entwickeln darf und dies
bei Produkt-Verdnderungen auch nachzu-
weisen ist. Trend 2: Die Diagnostik-Markte in
den sogenannten Schwellenldndern wachsen
kontinuierlich aufgrund des dort steigen-
den Lebensstandards. Gleichzeitig sind die
Marktteilnehmer aber noch mit Liicken in der
Infrastruktur konfrontiert. Fiir Diagnostika
bedeutet dies haufig, dass mit Liicken in
Kiihlketten zu rechnen ist — eine besondere
technische Herausforderung. Trend 3: Die
medizinische Forschung entdeckt immer
neue Molekiile, die sich als Diagnostika
eignen. Die Griinde fiir die Entdeckung
neuer Biomarker liegen vor allem in der
technischen Entwicklung der Analytik und
auch der Probenaufbereitung. Die modernen
Biomarker werden erst seit einigen Jahren
und nicht schon frither gefunden, wie etwa
das C-reaktive Protein (CRP) als der wohl
etablierteste alte Biomarker, weil sie ent-
weder in sehr niedrigen Konzentrationen
vorliegen oder aber von geringer Stabilitat
sind. Viele moderne diagnostische Biomarker
zeigen sogar eine Kombination von beidem,
also niedrige Konzentrationen bei kurzen
Halbwertszeiten.

Anforderungen aufgrund der
genannten Trends

Kostenreduktionen bei Kit-Bestandteilen sind
wiinschenswert. Dies gilt natiirlich auch fiir
die kommerziellen Stabilisierungslésungen.
Neue Technologien zur Stabilisierung miissen
gesteigerte Wirtschaftlichkeit bieten. Trend 2:
Die Sicherheitsreserven in der Produkt-Stabi-
litdt werden in Zukunft grofser sein miissen,
sofern man sich nicht ausschlieflich auf die
schwach wachsenden Markte der Industrie-
nationen beschranken mochte, sondern auch
die rasant wachsenden Markte der Schwel-
lenlander beliefern mochte. Trend 3: Niedrige
Konzentrationen von Analyten erfordern eine
bislang unbekannte Anforderung an die Pra-
zision von Immundiagnostika. Schleichender
Qualitatsverlust im Laufe der Lagerung,
wie etwa ein Absinken des funktionellen
Anteils von gecoateten Antikérpern von
wenigen Prozent fiihrt damit — anders als
frither — hdufig schon zu einer messbaren
Abnahme der Prazision des ELISA, da die
Nachweisgrenzen bis ans technisch mogliche
Maf ausgereizt werden miissen. Aufierdem
gewinnt die Stabilisierung von Standards in
einem ebenfalls bislang nicht gekannten Maf3
Bedeutung fiir die Produktentwicklung. Alles
in allem stehen die Anforderung an die dritte

LABORWELT



Generation von Stabilisierungslosungen klar
und eindeutig fest: Bessere Stabilisierung
muss bei gleichzeitig giinstigeren Preisen
ermoglicht werden.

Die dritte Generation:
Liquid Plate Sealer®

CANDOR Bioscience ist Zulieferer der
diagnostischen Industrie und Entwickler
moderner Werkzeuge fiir Inmunoassays.
CANDOR kann die genannten Anforderun-
gen mit dem neuen Produkt Liquid Plate
Sealer® erfiillen. Liquid Plate Sealer® zeigt
herausragende Stabilisierung von Antikor-
pern und Antigenen, messbare Reaktivierung
von Antikorpern nach der Immobilisierung,
sehr gute und vor allem reproduzierbare
Blockierung und zusétzlich noch eine verbes-
serte Wirtschaftlichkeit im Vergleich zu den
bisherigen marktbestimmenden Stabilisierern
der zweiten Generation. Liquid Plate Sealer®
wird in der Produktion von Immundiagno-
stika identisch zu bekannten Stabilisierern
eingesetzt, also nach dem Coaten zugegeben,
inkubiert, entfernt, und die Platten werden
getrocknet und eingeschweifit. Haltbarkei-
ten von mehreren Jahren sind selbst bei sehr
instabilen Antikorpern moglich, ablesbar
an Stresstest und konservativer Korrelation
angelehnt an die Arrhenius-Gleichung. Zu-
satzlich bietet Liquid Plate Sealer® fiir viele
Life-Sciences-Laboratorien aber auch die Op-
tion, dass Platten nach dem Absaugen oder
Ausklopfen unter feuchten Bedingungen
im Kiihlschrank gelagert werden konnen,
ohne sie Einschweiflen zu miissen. Hierbei
werden Haltbarkeiten (in Abhéngigkeit von
den verwendeten Antikdrpern) von mehreren
Wochen bis hin zu einigen Monaten erreicht.
Dies ist eine deutliche Arbeitserleichterung in
Forschungsanwendungen, in denen sich die
Klassische Produktion von ELISAs aufgrund
niedriger Stiickzahlen héufig nicht rechnet
und keine geeigneten Gerdte zum Trocknen
und Einschweifien zur Verfiigung stehen.
Die Steigerung der Stabilitdt im Vergleich
zur zweiten Generation ist im Vergleich
zu den drei Stabilisierern des bisherigen
Marktfiihrers quantifiziert worden. Obgleich
die zweite Generation von Stabilisierern
bekanntermafien ebenfalls schon sehr gute
Ergebnisse erzielte, konnte CANDOR dies
in der dritten Generation noch steigern. Die
Kosten fiir Liquid Plate Sealer® sind dabei
nicht hoher als bei den marktbestimmenden
Konkurrenz-Produkten. Liquid Plate Sealer®
ist ,Made in Germany” und OEM-Ware ist
fiir Produzenten von Immundiagnostika
erhaltlich.

Funktionsweise

Liquid Plate Sealer®bildet eine extrem dich-
te, aber dennoch leicht 16sliche Schutzschicht
um gecoatete Biomolekiile. Wahrend der
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Inkubation werden gecoatete Antikorper
derartig mit einer Schutzschicht umhiillt,
dass in messbarer Weise selbst inaktive
nicht-bindende Antikérper wieder ihre
Binde-Fahigkeit zuriick erlangen und zum
Messsignal des ELISA beitragen kénnen. In
vielen Féllen nimmt die Menge funktioneller
Fanger-Antikorper aufgrund der Behand-
lung mit Liquid Plate Sealer® also zu, weil
Reaktivierung stattfindet. Einmal aktivierte
Antikorper bleiben unter der Schutzschicht
iiber sehr lange Zeitraume stabil und diese
Stabilitét bleibt auch unter Temperaturstress
lange erhalten.

Dies erméglicht die Produktion von
ELISAs, die selbst Liicken in der Kiihlkette
leichter verkraften, als dies friither der Fall
war. Die Aktivierung erfolgt durch Bestand-
teile, die die Protein-Konformation giinstig
beeinflussen und die negative Wirkung der
Kunststoff-Oberflache auf ELISA-Platten auf
Proteine abmildern oder beheben. Die nach
Inkubation entstandene dichte Schutzschicht
bewirkt, dass erneute Entfaltung in inaktive
Konformationen selbst bei Temperaturstress
reduziert wird. Insgesamt bildet Liquid Plate
Sealer® somit einen aktiven (Reaktivierung)
sowie einen passiven (Konformationsstabili-
sierung) Schutz fiir die gecoateten Molekiile.
Wenn die Platte im ELISA eingesetzt wird,
kann die Probe ohne weitere Waschschritte
in die Wells gegeben werden. Die etablierte
Arbeitsweise dndert sich nicht. Der Benut-
zer des ELISA bemerkt nur an der ldngeren
Haltbarkeit der Platten, dass ein Produkt
mit Liquid Plate Sealer® behandelt wurde.
Der Austausch von kommerziellen Stabili-
sierungslosungen der zweiten Generation
gegen die dritte Generation ist also meist
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ohne Produktions- oder Produktumstellun-
gen machbar. Vergleichende Stabilitatstest
— obligatorisch in der klinischen Diagnostik
—zeigen die erzielbare Veranderung der Halt-
barkeiten durch Liquid Plate Sealer® an.

Stresstest

In Abbildung 2 sind die Ergebnisse eines
Stresstests mit einem sehr labilen Antikorper
bei 45 °C gezeigt. Dieser Antikorper bricht
im Messsignal des ELISA schon nach einem
Tag Lagerung vollstandig ein, selbst wenn
er mit Zucker-Losungen der ersten Gene-
ration stabilisiert wird. Er eignet sich daher
besonders zur schnellen Verdeutlichung der
qualitativen Unterschiede der drei Stabilizer-
Generationen. Gezeigt sind die Ergebnisse
nach Stabilisierung mit drei Produkten der
zweiten Generation sowie dem Liquid Plate
Sealer®. Die Anwendung der Produkte und
die Vorgehensweise beim Beschichten und
Vermessen sind in allen Fillen identisch. Bei
bisheriger Anwendung von Produkten der
zweiten Generation ist eine Umstellung also
einfach realisierbar.

Fiir Anwendungen, bei denen die bisherige
sehr effiziente Blockierung beibehalten wer-
den soll, ist der Liquid Plate Sealer® ebenso
geeignet, da er in der oben dargestellten Drei-
Schritt-Produktion optimal einsetzbar ist. Mit
allen bislang getesteten Blockierern ist er gut
kompatibel. Beispielhaft ist in Abbildung 3 die
Stabilisierung bei Kombination mit der sehr
verbreiteten BSA-Blockierung gezeigt. Deut-
lich ist das Wegdriften der Kalibrationskurve
im Verlauf der Lagerung zu sehen, sofern
nicht stabilisiert wurde. Mit Stabilisierung
bleibt tiber den gesamten Versuchszeitraum
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Abb. 4: Die Bindungaktivitat eines ELISA am Tag 0 sowie am Tag 84 nach Lagerung bei 37°C ist
gezeigt. Es handelt sich um die Messungen innerhalb der Kalibrationkurve bei 40 ng/ml aus den
in Abbildung 3 gezeigten Kalibrationskurven (in Abb. 3 nur BSA-Blockierung gezeigt). Deutlich
ist die Stabilisierung sowie die Aktivierung von Bindungsaktivitat durch Beschichtung mit Liquid
Plate Sealer® zu sehen. Zusétzlich ist zu erkennen, dass problemlose Kompatibilitdt mit diesen

zwei handelsiblichen Blockierern gegeben ist.
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LowCross-Buffer® and Liquid Plate Sealer® are registered trademarks of CANDOR Bioscience GmbH.

die Kalibrationskurve sinnvoll auswertbar.
Dieser stabilisierte ELISA wére auch nach 84
Tagen bei 37°C ohne Probleme einsetzbar und
wiirde reproduzierbare Ergebnisse liefern.
Zusatzlich ist in Abbildung 4 die Kombinati-
on von verschiedenen Blockierern mit Liquid
Plate Sealer® im Vergleich zur Stabilisierung
alleine gezeigt.

Die Kombination mit vielen bekannten
Blockierern ist bei Bedarf also einfach mog-
lich.

Ausblick

Liquid Plate Sealer®ist das erste Produkt einer
neuen Serie von Stabilisierungslosungen fiir
Immunoassays, die CANDOR in den Markt
einfiihrt. Bereits zur Medica 2007 wird mit
LowCross-HRP™ ein Peroxidase-Stabilisierer
prasentiert, der herausragende Stabilisierung
von Peroxidase-Konjugaten zusammen mit
dem LowCross-Buffer®-Effekt zur Vermei-
dung von Interferenzen, wie zum Beispiel
Storungen durch Humane Anti-Maus An-
tikorper (HAMA) und Kreuzreaktivitdten?,
in einem Produkt kombiniert. Damit lassen
sich Peroxidase-gekoppelte Detektorantikor-
per-Konjugate langfristig lagern und dies in
nutzbarer Endkonzentration, so dass weitere
Verdiinnungsschritte durch den Anwender
entfallen. Fortgesetzt wird die Stabilizer-

Serie von CANDOR auch durch Stabilizer
fiir die Alkalische Phosphatase sowie fiir
Protein-Standards in Losung. Alle Produkte
der CANDOR sind als Bulk-Ware sowie in
gleicher Qualitét fiir Endkunden erhéltlich
und stammen aus der gemaf DIN/EN ISO
9001:2000 zertifizierten Produktionsstétte.
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Konjugat-Stabilisierung: LowCross-HRP®

Die Stabilisierung von Antikoérper-Peroxida-
se-Konjugaten tiber Jahre ist eine der echten
Herausforderungen bei der Erstellung ro-
buster Immunoassays. LowCross-HRP® ist
ein vollkommen neuartiger Stabilizer fiir
Peroxidase-gekoppelte Detektorantikorper.
LowCross-HRP® erreicht Haltbarkeiten tiber
mehrere Jahre fiir HRP-Konjugate. Dabei
bleibt sowohl die Aktivitat der Peroxidase als
auch die Bindefahigkeit der Antikorper lang-
fristig erhalten — ermittelt in Stresstests mit
konservativer Korrelation nach Arrhenius.

Die HRP-Antikoérper-Konjugate kénnen di-
rekt in LowCross-HRP® in verdiinnter End-
konzentration, also ready-to-use, gelagert
werden. Das spart lastige Verdiinnungen.
Der zusatzliche LowCross-Buffer®-Effekt
vermindert Interferenzen und Fehlbestim-
mungen zum Beispiel in Blut-, Serum- und
Gewebeproben, und selbst HAMA-Stérun-
gen konnen wirksam verhindert werden.
Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit
sind so vorprogrammiert. Bulk-Ware ist auf
Anfrage erhaltlich.
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