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Schnelle, effektive Validierung
in der ELISA-Analytik

Dr. Tobias Politke, Dr. Peter Rauch, CANDOR Bioscience GmhbH

ELISA (Enzyme-linked immuncsorbant Assay)-
Tests werden vielseitig singesetzt, von der
Farschung bis zur Routine - so etwa in der
medizinisch-pharmazeutischen Forschung
oder der Diagnostik. Einfache Grundregeln
eréfinen dabei Einsparpotentiale in der Pra-
xis der Assay-Validierung. Eine ELISA-Vali-
cierung ist stets Voraussetzung, um die As-
says einsetzen zu kénnen. In der Praxis kann
tiir den Entwickler die Umsetzung von Richt-
linien zur Validierung jedoch zu mit hohem
Zeitaufwand und Kosten verbundenen Pro-
blemen fiihren. Dies hat sich mittlerweile in
vielen Pharmafirmen bei der Umsetzung der
«Guidance for Industry - Bioanalvtical Methaod
Validation (2001)* der FDA gezeigt.

Der Umfang der Validierung 136t sich mit-
tels der Richtlinie im Prinzip einfach ermitteln.
Doch bereits die Forderung, zur Stabilitatsun-
tersuchung des Analvten eine interference-
free biclogical matrix” einzusetzen, verlangt
Erfahrungin der Assayentwicklung und Biclo-
gie, speziell um eine gute und wirtschaftliche
Auswahl zu treffen. Auch straffe und effizien-
te Validierungen kénnen zu Zeit- und Kosten-
problemen fiihren, wenn sie aufgrund von An-
derungen des Assays wiederholt durchlaufen
werden missen. Diese Wiederholungen sind
bei jeder Verdnderung des Assays zwingend
erforderlich - gleichgliltig ob es sich um An-
passungen von Inkubationszeiten oder Ver-
anderungen der ELISA-Platte, der Antikérper
oder Puffer handelt. Je spater die Notwen-
digkeit der Anderung erkannt wird, desto hé-
her der Kosteneffekt. Dauerhaft konstante
Materialeigenschaften lassen sich wirtschaft-
lich sinnvell meist nur durch Zukauf bei zer-
tifizierten Herstellern erreichen, wenn diese
neben der Chargenkontrolle auch die langfri-
stige Verfligharkeit unveranderter Produkte
hoher Qualitdt garantieren. Der analytische
Einsatz von ELISAs in préklinischen und klini-
schen Studien erfordert zwingend den dau-
erhaften Zugriff auf unverdnderte Produkte.
Micht ohne Grund verlangt beispielsweise
GLP den Binkauf bei zertifizierten Zulisferern
(etwa 150 2001:2000). Erneute Validierung
aufgrund von Materialverdnderung kann also
vermieden werden.

Ein weiteres Problem sind sogenannts In-
terferenzen. Zu den hiufigsten Ursachen fiir
das Micht-Erreichen von Akzeptanzkriterien
gehdren Storeffekte bei Immunoassays, die
durch Kreuzreaktivitaten, Matrixeffekts, en-
dogene Proteine und unspezifische Bindun-
gen hervorgerufenwerden. Oft werden diese
Storungen erst durch ihren negativen Effekt
auf die Prazision und Wiederfindung bei der
Validierung bemerkt.

Puffersysteme gegen Stéreffekte

Gerade fir diese Probleme bei Immunoas-
says sind in den vergangenen Jahren Lasun-
gen entwickeltworden, die effizient und wirk-
sam die Ergebniszuverlassigksit erhdhen
fwgl. LABORWELT &(4), 5. 33-39). Es handelt
sich um Putfersysteme aus Proben-Puffern
und sogenannten Blockierern, wie zum Bei-

spiel LowCross Buffer™ und Blocking Seoluti-
on (Candor Bioscience GmbH, Minster). Den
Kosten dieser Systeme stehen deutliche Ein-

Kits fiir die Werhinderung von
Storeffekten bei Immunocasays

sparungen durch die Reduzierung von Ent-
wicklungsschleifen und hiherer Effizienz bei
derValidisrung gegeniiber. Je frither in der
Entwicklung derartige Systeme zum Einsatz
kommen, desto gréBeristin der Regel die
Gesamteinsparung. Neben Revalidierungen
kénnen so auch Entwicklungszeiten in erhekb-
lichem Umfang recluziert werden und Kosten
fur die Entwicklung, Anpassung und GLP-
konforme Herstellung eigener Puffer-Syste-
me entfallen.

Ein weiteres Werkzeug zur Kosten- und
Zeitersparnis sind VorValidierungen im Rah-
men der Entwicklung. Als vorteilhaft hat sich
hierbei etwa sine vorgezogens Stérerun-
tersuchung durch Konfidenzanalyse erwie-
sen. Diese Betrachtung und Auswertung ist
keine direkte Forderung der Richtlinie und
dennoch hocheffizient. Bei der Auswahl von
Dienstleistern zur Assay-Entwicklung sollte
es daher auch ein Kriterium sein, ob Erfah-
rungen im Einsatz dieser Konfidenz-Betrach-
tungen und bei der frilhzeitigen Erkennung
sowie Vermeidung von Stareffekten vorhan-
den sind. Vorteil: Bevor die eigentliche Vali-
dierung gestartet wird, ist flir den Entwickler
meist schnell und einfach akbleskar, ob weite-
re Entwicklungsschleifen nétig sind. Auch der
Vergleich gangiger mit den neusn Puffer-5y-
stemen in bezug auf die erzielbare Préazision
und Wiederfindung 133t sich damit ermitteln,
um die Entscheidung beziiglich der Material-
auswahl auf eine klare Datenbasis zu stellen.

Zur Zeit- und Kostenminimierung bei der
Validierung von ELISA-Tests sollten daher
Entwicklungen und Entscheidungen auf Er-
fahrungen aufbauen. Fremd-Material in be-
zug auf Verfligbarkeit und Chargen-Kaonsi-
stenz ausgewihlt und die Eigen-Produktion
von Material auch in der Entwicklungspha-
se nur bei vollstandiger Dokumentation und
Uberwachung auf Basis van SOPs zugelas-
sen werden. Dazu kommen die stringente
Prifung aller Make-or-Buy-Entscheidungen
urter Berlicksichtigung interner Dokumen-
tations- und Uberwachungskosten sowie die
friuhzeitige Durchfihrung von YorWalidie-
rungen sowie die Verhinderung von Matrix-
effekten.
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