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Abstract

Katja Klockewitz

Entwicklung und Einsatz eines FIA-Immunanalysensystems zur schnellen On-line-
Bestimmung von pharmazeutisch relevanten humanen Proteinen in Bioprozessen

Fir die optimale Prozef3fiihrung bei der Herstellung humaner Proteine (z.B. Blutgerinnungs-
faktoren wie AT Ill, Faktor VII) durch tierische Zellkulturen ist die genaue Kenntnis der aktu-
ellen Konzentration des Zielprodukts im Kultivierungsmedium erforderlich. Als Alternative zu
den Ublichen zeit- und personalintensiven ELISA-Tests wurde ein Verfahren entwickelt, das
die Vorteile eines schnellen und automatisierbaren Fliel3injektionsanalysensystems (FIA) mit
der hohen Empfindlichkeit eines heterogenen Immunassays verbindet.

Das hier entwickelte System sollte zur On- und Off-line-Quantifizierung des rekombinanten
Blutgerinnungsfaktors Faktor Vlla in Fermentationsproben eingesetzt werden. Die Unter-
suchungen erfolgten in enger Zusammenarbeit mit der Firma Novo Nordisk A/S (Kopen-
hagen, Danemark), die die drei verschiedenen Antikorpertypen, die Fermentationsproben
und den Faktor Vlla-Standard zur Verfigung gestellt hat.

Bei dem entwickelten Elutionsassay werden die Antikérper im Uberschu auf einem festen
Tragermaterial immobilisiert und mittels einer DurchfluBkartusche in das FIA-System imple-
mentiert. Nach der Injektion der Fermentationsprobe wird diese im Pufferstrom durch die
Kartusche, in der das Zielprotein quantitativ gebunden wird, transportiert. Gleichzeitig wer-
den alle anderen Proteine und Medienbestandteile mit dem Tragerstrom ausgewaschen. An-
schlieBend wird die Antikbrper-Antigenbindung mittels geeigneter Elutionsbedingungen auf-
gebrochen und der Analyt ausgespilt. Dieser kann dann direkt tber die Proteineigen-
fluoreszenz (280 nm/340 nm) detektiert werden. Die Steuerung des Systems sowie die Da-
tenaufnahme und -auswertung erfolgt vollautomatisch durch die am Institut entwickelte Soft-
ware CAFCA. Ein Analysenzyklus dauert 5-9 Minuten.

Nach der Entwicklung geeigneter Elutionsbedingungen wurde das System verschiedenen
Langzeittests unterzogen. Die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe statistischer Verfahren
ausgewertet und das System nadher charakterisiert, um seine Genauigkeit zu testen. Selbst
wenn das System nur alle 50 Messungen neu kalibriert wird, ist die erzielte Genauigkeit mit
einem relativen Fehler von kleiner als sechs Prozent deutlich geringer als bei dem géngigen
ELISA-Test. Nach der Optimierung der Injektionsparameter wurde das System bei der Mes-
sung von Fermentationsproben aus verschiedensten Prozessen eingesetzt. Diese Unter-
suchungen zeigten eine sehr gute Korrelation zu den Ergebnissen des ELISA-Tests und lie-
ferten zusétzlich einige interessante Resultate in Bezug auf den Anteil der korrekt y-carboxy-
lierten Form des Proteins an der Gesamtmenge Faktor Vlla.
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Abstract

Katja Klockewitz

Development and application of a FIA-immunoanalysis system for fast on-line
detection of pharmaceutically relevant human proteins in bioprocesses

For the determination of human proteins produced in mammalian cell cultivations, fast and
automated analytical methods are essential to monitor and control the ongoing bioprocess.
The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), widely used for this purpose, is time con-
suming, labour-intensive and expensive to automate. Using antibodies as highly specific
binding partners for the analyte of interest, a selective determination in complex protein mix-
tures and cultivation media without further purification steps is possible. In order to develop a
fast and sensitive assay for on-line monitoring of bioprocesses, a combination of flow-injec-
tion analysis (FIA) and a heterogeneous immunoassay is used in these investigations.

The developed system should be able to determine a recombinant coagulation factor,
Factor Vlla, on- and off-line in cultivation samples. All investigations were done in close col-
laboration with the company Novo Nordisk A/S (Copenhagen, Denmark), which provided the
antibodies, samples and the Factor Vlla standard.

For this elution-assay, the antibodies are immobilized on a solid matrix and placed by the use
of a cartridge in the flow system. Having injected of the sample into the carrier buffer flow,
the antigen containing sample flows through the cartridge. The antigen binds to the immobi-
lized antibody while the whole system is rinsed with buffer solution to wash out byproducts.
In principle all antigen molecules are trapped inside the cartridge. Afterwards the antigen-
antibody-bond is broken by application of an adapted elution-step and the eluted target pro-
tein flows through a spectrofluorometer to determine the protein concentration. Control of the
system, as well as recording and storage of data is performed by a personal computer with
the software CAFCA (developed in-house). One analysis-cycle takes about 5-9 minutes, de-
pending on the sample-composition.

Having screened appropriate elution-conditions, several tests concerning long-time stability
of the assay have been performed. The obtained data has been calculated with statistic
methods to characterize the system and to control its accuracy. The relative error is less than
six percent, even if the system is only re-calibrated every 50th measurement. This underlines
the very high accuracy compared

to the standard ELISA. After optimizing some injection parameters, the system has been
applied to determine the Factor Vlla concentration in the supernatants of different mam-
malian cell cultivations. The results show excellent correlation to those from the ELISA test.
Furthermore, they render additional interesting information concerning the amount of correct
y-carboxylated form as a part of the total Factor Vlla protein-concentration.



Abstract

Schlagworte zum Inhalt / Keywords

Immunanalyse
On-line Prozel3beobachtung

Faktor VII

immunoassay
on-line monitoring

Factor VII



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abstract (deutsch)
Abstract (English)

Schlagworte /Keywords

Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1 Einleitung und Zielsetzung

2 Theoretischer Teil

2.1 FlieRBinjektionsanalyse

2.2 Immunanalytik

221
2.2.2
2.2.3
2231
224
2241
2.24.2
2.24.3
2.2.5
2.2.6

Antikorper

Immunanalytische Methoden

Immunassays ohne Markierung

Nephelometrische und Turbidimetrische Immunassays
Immunassays mit Markierung

Radioimmunassay

Enzymimmunassay

Fluoreszenzimmunassay

Immunsensoren

FIA-Immunassays in der Bioprozef3kontrolle

2.3 Untersuchter Analyt

2.3.1
2.3.2

Faktor Vlla
Methoden zur Faktor VII Bestimmung

3 Material und Methoden

3.1 Heterogener Elutionsimmunassay

3.11
3.1.2
3.1.3
3.14

Prinzip des Elutionsassays
Systemaufbau
Signalauswertung

Verwendete Antikorper

o o1~ W

11

11

13
13
15
16
16
17
17
18
19
20
21

23

23
25

27

27
27
29
31
32



Inhaltsverzeichnis

4  Experimenteller Teil

4.1
4.2

4.3

4.4

Voruntersuchungen mit Faktor Vlla
Assayentwicklung und —optimierung

4.2.1  Antikorper FVII-4 F9 (FOA2)
4.2.2  Antikorper FVII-4 F7 (F7A2)
4.2.3  Antikorper FVII (F1A2)

Charakterisierung des Mel3systems

4.3.1  Stabilitdt der Kartusche

4.3.2 Reproduzierbarkeit der MefRdaten

4.3.2.1 Langzeitmessung mit Faktor Vlla in Puffer
4.3.2.2 Langzeitmessung mit Faktor Vlla in Medium
4.3.3  Statistische Auswertung der Langzeitmessungen
4.3.3.1 Differenztest

4.3.3.2 Kalibrierhaufigkeit

4.3.4  Optimierung des Injektionsverfahrens

Messung von Fermentationsproben

5 Zusammenfassung und Ausblick

6 Anhang

6.1 Immobilisierung der Antikdrper

6.2 Entsalzen des Faktor Vlla-Stadards

6.3 Gerateliste

6.4 Chemikalienliste
6.4.1 Immunochemikalien
6.4.2 Feinchemikalien

6.5 Puffer und Reagenzien

7 Literaturverzeichnis

33

33
34

35
37
40

43

43
44
44
46
47
47
49
53

56
65

69

69
69
69
70
70
70
71

72



Abkurzungsverzeichnis

AbkUrzungsverzeichnis

BHK
BrCN
EIA
ELISA
EMIT
FETIA
FIA
FITC
FIIA
rEVila
g
HPLC
IgG
kDa
KPP

L
mAK
pAK

R

RIA
rt-PA
rkU

ru

S

SPR
Tris
TMRITC
\Y;

Baby Hamster Kidney

Bromcyan

Enzymimmunassay
enzyme-linked-immunosorbent assay
enzyme-multiplied immunoassay technique
Fluoreszenztransfer-lmmunassay
FlieRinjektionsanalyse

Fluorescein Isothiocyanat
Fluoreszenzimmunassay
rekombinanter aktivierter Faktor VII
Gramm

high performance liquid chromatography
Immunoglobin G

Kilodalton

Kaliumphosphat

Liter

Monoklonale Antikdrper

Polyklonale Antikorper
Regressionskoeffizient
Radioimmunassay
Gewebeplasminaktivator

relative Konzentrationseinheit
relative Unit

Sekunde

Surface Plasmon Resonanz
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tetramethylrhodamin Isothiocyanat
Volt



Einleitung 9

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Biotechnologie stellt eine der Schlusseltechnologien unserer Zeit dar, deren Entwick-
lungspotential mit dem der modernen Informationstechnologie verglichen werden kann. Die
Entwicklung der DNA-Rekombinationstechnik in den 70er Jahren ermdglichte es, spezielle
Teile der Erbsubstanz aus Lebewesen unterschiedlicher Spezies neu zu kombinieren und in
andere Wirtsorganismen (Bakterien, Pilze, Sdugerzellen) zu Ubertragen. Mit Hilfe dieser mo-
difizierten Stdmme ist nun eine schnelle und einfache Produktion pharmakologisch und indu-
striell interessanter kleiner Molekile und Proteine, zum Beispiel Enzyme, Antikdrper, Hor-
mone und Rezeptoren, mdglich. Das bekannteste Beispiel ist die Gewinnung von rekombi-
nantem Human-Insulin aus E.coli zur Behandlung von Diabetes mellitus. Komplexere the-
rapeutisch relevante Proteine mit zum Beispiel mehreren Disulfidbricken und Glykosylie-
rungsmustern kénnen allerdings nur durch den komplexen Syntheseapparat von Sauger-
zellen hergestellt werden. Nur diese sind in der Lage, posttranslatorische Modifikationen
vorzunehmen. Die Kultivierung dieses Zelltyps hat daher an groRer Bedeutung gewonnen,
besonders bei der Herstellung von Proteinen zur Blutgerinnung (Faktor VII und VIII), Gewe-
beplasminaktivator (rt-PA) zur Fibrinolyse und Immunsuppressoren (monoklonale Anti-
korper). Die klassische Gewinnung solcher Substanzen aus Korperflissigkeiten oder -ge-
webe ist nur unter groRem Aufwand mdglich, da sie oft nur in Spuren vorkommen. Mit bio-
technologischen Verfahren ist die Produktion schneller und in groR3er Konzentration moglich,
sobald eine entsprechende Zellinie etabliert wurde. Zudem bringt die Verwendung von Hu-
manblut-Praparaten das Risiko einer Virusinfektion (z.B. HIV oder Hepatitis) mit sich, was bei
der Gewinnung aus Zellkulturen ausgeschlossen ist.

Die Effizienz dieser biotechnologischen Prozesse héangt ganz entscheidend davon ab, in wie-
weit das Potential der Organismen optimal genutzt werden kann. Zum Verstandnis der
Stoffwechselprozesse der Zellen sind mdglichst genaue und schnelle Me3systeme erforder-
lich, mit deren Hilfe die chemische und physikalische Umgebung der Zelle beobachtet wer-
den kann. Mit diesen Daten ist dann sowohl die Optimierung als auch die Modellierung der
Prozeffuhrung mdoglich. Standardméanig werden meist pH-Wert, O,- und CO,-Gehalt der Ab-
luft, pO,, Temperatur und die N&hrstoffkonzentration on-line erfal3t. Fir die Analytik von
Schlusselmetaboliten wie Acetat, Glucose, Lactat oder Aminosduren sind Verfahren zur
schnellen Bestimmung mittels FlieR3injektionsanalyse- (FIA) oder HPLC-Systemen entwickelt
worden.

Die schnelle Bestimmung der hohermolekularen Produkte bereitet dagegen haufig Schwie-
rigkeiten, da sich die biologische Aktivitat von Proteinen nur schlecht oder gar nicht fiir eine
Nachweisreaktion nutzen laRt. Daher werden meist Immunchemische Methoden zur Quanti-
fizierung dieser Analyte in den oft sehr komplexen Kultivierungsmedien herangezogen. Die
géangigste Methode ist der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Dieses in Mikroti-
terplatten durchgefiihrte Verfahren ist allerdings sehr zeit- und arbeitsintensiv sowie schlecht
automatisierbar, was einen On-line-Einsatz unméglich macht.
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Die Ergebnisse stehen oft erst nach einigen Tagen zur Verfigung, da der hohe Arbeitsauf-
wand fir eine einzelne Probe nicht sinnvoll ist und die Proben daher gesammelt werden.
AuBerdem bringen die zahlreichen erforderlichen Verdiinnungsschritte eine grofRe Fehler-
quelle mit sich.

Um eine produktgesteuerte Regelung des Prozesses zu ermdglichen, sind aktuelle Informa-
tionen Uber die Konzentration des Zielanalyten erforderlich. Die Realisierung einer solchen
Analytik ist tUber die Kombination eines FIA-Systems mit einem Immunchemischen Assay
maoglich. Ein solches Verfahren, das auf dem Prinzip der Affinitatschromatographie basiert,
ist bereits am Institut fiir Technische Chemie flr verschiedene Proteine (rt-PA, AT Ill, IgG)
entwickelt und bei Kultivierungen und Aufreinigungsprozessen erfolgreich eingesetzt worden
[REINECKE, 1993; SCHULZE, 1994; BEYER, 1995; HAGEDORN, 1998].

Die Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Danemark) stellt den Blutgerinnungsfaktor Fak-
tor Vlla in Tierzellkultivierungen her. Als Analytik steht auch hier bisher nur ein ELISA-Test
zur Verfugung, so dal3 eine direkte Prozel3kontrolle aus den bereits erwahnten Griinden
nicht durchfiihrbar ist. Ziel dieser Arbeit ist es, mit verschiedenen von Novo Nordisk A/S
(Kopenhagen, Danemark) zur Verfigung gestellten Antikorpern auf der Basis des existie-
renden Systems einen funktionsfahigen und zuverlassigen heterogenen Immunassay zu
entwickeln und zu optimieren. Das entsprechende System soll dann zur Quantifizierung des
Proteins in verschiedenen Fermentationsproben eingesetzt werden. Alle Mel3daten von
Fermentationsproben der Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Danemark) sind in den
Graphiken in relativen Einheiten angegeben.
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2 Theoretischer Teill
2.1 FlieR3injektionsanalytik

Automatisierte Analysenverfahren ermdglichen die Wiederholung bestimmter Arbeitsschritte
ohne Benutzereingriff und sind daher sowohl einfacher zu bedienen als auch schneller und
besser reproduzierbar als vergleichbare manuelle Messungen. Durch den Einsatz von Com-
putern sind zeitlich exakt gesteuerte Mel3zyklen méglich. Dadurch kann die Messung auch
im Nicht-Gleichgewichtszustand der Detektionsreaktion erfolgen, was eine Erhéhung der
Analysenfrequenz erlaubt. Vor tber 20 Jahren wurde die FlieRinjektionsanalyse (FIA) ent-
wickelt, mit deren Hilfe die Automatisierung naf3-chemischer Analysenverfahren leicht
durchfiihrbar ist [RuziCKA, 1975]. Der schematische Aufbau eines einfachen FIA-Systems ist
in Abbildung 1 dargestellt. Es besteht aus einer pulsationsarm und konstant arbeitenden
Pumpe, einem Injektionsventil mit Probenschleife oder einer Ventilkombination, einer defi-
nierten Reaktionsstrecke (Manifold), einem Detektor sowie einem Prozel3rechner zur Daten-
aufnahme und Steuerung des Systems.

Probeninjektionsbereich Reaktionsbereich Detektionsbereich
Probe
Trager- @ @-—I | — Abfall
puffer
Ventil/ Manifold /
Pumpe Injektor Reaktor
Detektor

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines FIA-Systems

Dem Verfahren zur Probeninjektion muf3 besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden, da
es grofRen EinfluR auf die Préazision der Methode hat. Das Waschvolumen sollte dem zwei
bis dreifachen Volumen der Probenschleife entsprechen [DOLAN, 1989]. Der Manifold kann
aus einem Reaktionsschlauch, einer Membran oder einem Tragermaterial in einer Kartusche
bestehen. Alle Arten von Detektoren zur spektroskopischen, elektrochemischen oder
fluorimetrischen Messung sind denkbar, sofern sie mit einer Durchfluf3zelle ausgestattet sind.
Das Melfsignal, Ublicherweise als "Peak” bezeichnet, kann nach verschiedenen Methoden
ausgewertet werden (HOhe, Breite, Flache, Steigung, Gradiententechnik) [Ruzicka, 1988].
Beim Transport vom Injektions- zum Detektionsort bildet sich aufgrund von Disper-
sionsprozessen in axialer Richtung ein Konzentrationsprofil aus. Da diese Dispersions-
prozesse keinen stationaren Zustand erreichen, ist es zur Gewahrleistung reproduzierbarer
Messungen erforderlich, die MelRbedingungen (z. B. Transportstrecke, Flu3rate, Proben-
volumen) konstant zu halten.
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Die FIA ist daher eine dynamische Analysenmethode, woraus sich zahlreiche Vorteile erge-
ben:

» Kurze Verweilzeiten der Proben im Analysensystem und damit eine hohe Mel3frequenz,
da im nicht-stationaren Zustand gemessen wird.

* Lange Standzeiten der Systeme, da die Belastung durch Proben und Reagenzien gering
ist. Dies ist besonders beim Einsatz von Biosensoren wichtig.

» Die Probenkonditionierung (z.B. pH-Wert-Einstellung, Verdiinnung) kann automatisiert
direkt im FIA-System vorgenommen werden.

Die im System auftretende Dispersion ist abhangig von dem Volumen der injizierten Probe,
deren Verweilzeit im Flie3system (Pumpgeschwindigkeit, Art des Manifolds) sowie Schlauch-
innendurchmesser und Lange der Wegstrecke [Ruzicka, 1988]. Eine VergroRerung des Pro-
benvolumens bei gleich bleibender Konzentration vergrof3ert das Signal, erhdht die Empfind-
lichkeit und verkleinert die Dispersion. Die Dispersion steigt mit der Pumpgeschwindigkeit
und unter der Verwendung von Mischkammern. Besonders in das FIA-System eingebundene
Festbettreaktoren, wie zum Beispiel Enzymkartuschen, bewirken aufgrund ihrer Geometrie
und der heterogenen Tragermatrix zusatzliche Dispersionseffekte. Diese kdnnen aber auch
gezielt als analytisches Mittel eingesetzt werden: Eine hohe Dispersion bewirkt eine gute
Vermischung der Reagenzien und damit eine vollstandige Reaktion. Dabei sinkt jedoch die
Analysenfrequenz, da sich die Verweilzeit sehr stark verlangert und die Probe somit erst
deutlich spater vollstandig aus dem System ausgesplilt ist. Bei langsam ablaufenden Detekti-
onsreaktionen bietet sich die Stopped-Flow-Technik als Alternative an, bei der der Flu3 des
Tragerstroms nach der Injektion der Probe unterbrochen wird. Nachdem die Reaktion aus-
reichend fortgeschritten ist, wird die Pumpe wieder eingeschaltet und die durch die Reaktion
hervorgerufene Anderung detektiert [CHRISTIAN, 1992]. Durch die Variation der zeitlichen und
ortlichen Versuchsparameter sind auch kinetische Messungen mdglich [HSIEH, 1995].
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2.2 Immunanalytik

Die Methoden der Immunanalytik basieren auf der Reaktion von Antikérpern mit entspre-
chenden Antigenen. Die entscheidenden Vorteile liegen dabei in der hohen Spezifitat der
Reaktion und der grof3en Geschwindigkeit. Die entsprechenden Zielanalyte kénnen auch aus
komplexen Proteingemischen (z.B. Blut, Urin, Kultivierungsmedien) ohne vorhergehende
Aufreinigungsschritte mit hoher Selektivitat und Empfindlichkeit detektiert werden. Dadurch,
dal3 in den letzten Jahren die Verfugbarkeit und Produktion von Antikdrpern durch die Ge-
winnung aus Kultivierungen hybridomer Tierzellen enorm vereinfacht werden konnte, finden
sie immer breitere Anwendung in der klinischen und biochemischen Analytik, bei Pharma-
und Umweltanwendungen sowie in der BioprozeRRanalytik.

2.2.1 Antikorper

Antikdrper sind Glycoproteine, die in der y-Globulinfraktion des Blutplasmas vorkommen und
daher auch Immunoglobine genannt werden. Das Molekulargewicht betragt circa 150.000
Dalton mit einem Kohlenhydratanteil von 2-14 Prozent. Jeder Antikbrper besteht aus vier
Proteinketten: zwei identischen leichten L-Ketten (light) von je 23 kDa und zwei identischen
schweren H-Ketten (heavy) von 53-75 kDa. Jede Kette besteht aus einer Anzahl ungeféhr
gleich groRer "Domanen” mit jeweils 110 Aminosauren, deren Faltung jeweils durch eine
Disulfidbriicke stabilisiert wird. Diese Untereinheiten werden Uber Wasserstoffbriicken-
bindungen und Disulfidbriicken zusammengehalten und bilden ein Y-formiges Dimer (Abbil-
dung 2). Die Molekile besitzen daher eine stabile dreidimensionale Struktur, die aber, be-
sonders im Bereich der Gelenkregion, eine gewisse Flexibilitdt zur besseren Anpassung an
die Bindungsstelle des Antigens hat [VAN DEN TWEEL, 1991].

/ % @

il

Antigen- -
bindungsstelle
C C .
# # Leichte Kette
C C
o ° —— Schwere Kette
Abb. 2: Struktur eines Antikdrpers; Cy, C. konstante Region der schweren bzw. leichten Ketten; Vy, V. varia-

ble Regionen der schweren bzw. leichten Ketten
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Die Immunoglobine werden aufgrund der Unterschiede in ihren H-Ketten in funf verschie-
dene Immunoglobinklassen eingeteilt: 19G, IgM, IgA, IgD und IgE. Die Molekile besitzen je-
weils variable (Vu, V) und konstante (Cy, C) Kettenabschnitte, wobei in den variablen Re-
gionen sogenannte hypervariable Regionen auftreten, die fur die Antikdrperbindung verant-
wortlich sind. Sie befinden sich in den aminoterminalen Abschnitten der L- und H-Ketten, die
gemeinsam die Antigenbindungsstelle bilden. Dieser Bereich des Antikérpers wird als
Paratop, die komplementare Bindungsstelle auf dem Antigen als Epitop bezeichnet. Anti-
korper sind bivalent und kdnnen daher an zwei gleiche Epitope auf einem oder zwei ver-
schiedenen Antigenen binden und so im Kdrper Ziele vernetzen und deaktivieren [STRYER,
1996].

Im menschlichen Serum ist IgG die am haufigsten auftretende Immunoklasse. Diese findet
aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitat und leichten Verfugbarkeit auch tberwiegend Anwen-
dung in analytischen Applikationen [LIDDELL, 1995].

Die Bildung eines Antikorper-Antigen-Komplexes ist eine reversible Gleichgewichtsreaktion,
deren Bildungskonstante zwischen 10° und 10 L'mol™ liegt [SCHOEMAKER, 1984]. Die Ge-
samtbindungsstarke resultiert aus Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatischen und
hydrophoben Wechselwirkungen sowie Van-der-Waal-Kraften zwischen den komplemen-
taren tertiaren Strukturen der beteiligten Aminosaureketten [VAN Oss, 1986]. Der Bindungs-
vorgang erfolgt dabei entweder nach einem starren Schlof3-Schlissel-Prinzip [AMIT, 1986]
oder unter Konformations&nderungen von Antigen und Antikorper (induced fit) [COLMANN,
1987].

Man unterscheidet zwei Arten von Antikdrpern: polyklonale (pAK) und monoklonale (mAK).
Ein polyklonales Antiserum besteht aus einer Mischung von verschiedenen AntikGrpern mit
gleicher Spezifitat. Die Produktion erfolgt Uber ein Wirtstier, dem die als Antigen wirkende
Substanz injiziert wird. Deren Lymphozyten binden an ein beliebiges Epitop auf dem Antigen
und produzieren Antikdrper gegen dieses spezifische Epitop. Diese Antikdrper kdnnen sich
in Bezug auf Bindungsstarke, Antigenbindungsregion und Subklassen betrachtlich unter-
scheiden. Um eine starke Immunantwort und damit eine hohe Konzentration von Antikdrpern
im Serum zu erhalten, muf3 diese Injektion mehrfach wiederholt werden. Dieses Verfahren
lant sich ohne grofRen Aufwand durchfiihren, allerdings ist die Gewinnung von einheitlichem
Serum durch die Lebensdauer des Versuchstieres begrenzt. Fiir monoklonale Antikorper, die
von einem Zellklon identischer Zellen produziert werden, gilt diese Beschrankung nicht.
Durch die Fusion von B-Lymphozyten aus der Milz eines immunisierten Tieres mit Myelom-
zellen® erhalt man sogenannte "Hybridomzellen”, die unbegrenzt teilungsfahig sind und dabei
den speziellen Antikdrper produzieren, der urspringlich in der B-Zelle kodiert war [KOHLER,
1975]. Mit diesen Zellklonen ist es nun mdglich, in Zellkulturen Gber einen langen Zeitraum
grof3e Mengen eines identischen monoklonalen Antikdrpers zu produzieren. Die Verwendung
dieses Antikdrpertyps in den verschiedensten Anwendungen hat daher in den letzten Jahren
stark zugenommen.

! Antikdrperproduzierende Zelle, die aufgrund einer malignen Erkrankung unkontrolliert eine gro3e Zahl gleichartiger Zellen

produziert.
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2.2.2 Immunanalytische Methoden

Immunassays bestehen aus zwei Teilen: der eigentlichen Immunreaktion und der nach-
folgenden Detektion des gebildeten Immunkomplexes. Anhand des Detektionsprinzips wer-
den hier zwei Falle unterschieden: Reaktionen mit und ohne chemisches Markieren ("La-
beln") des Immunkomplexes (Abbildung 3). Bei Assays ohne Markierung wird der gebildete
Immunkomplex direkt detektiert, zum Beispiel durch Tribungsmessung. Bei Assays mit Mar-
kierung wird einer der beiden Reaktionspartner vor der Reaktion mit radioaktiven Isotopen,
Enzymen oder Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt.

Des weiteren unterscheidet man zwischen homogenen Assays, bei denen die Komplex-
bildung direkt in der Losung stattfindet, und heterogenen Assays, bei denen ein Bindungs-
partner auf einer festen Phase (Tragermaterial, Membran, Latexpartikel) immaobilisiert wird
und der Immunkomplex aus der Lésung abgetrennt wird.

Ein weiteres Klassifizierungsmerkmal ist die kompetitive oder nicht kompetitive Durchfiihrung
des Assays. Bei einem kompetitiven Immunassay konkurriert das Antigen aus der Probe mit
einer definierten Menge von zugesetztem gelabeltem Antigen um eine begrenzte Zahl an
Antikorperbindungsplatzen. Bei einem nicht kompetitiven Assay liegt ein UberschuR von
Antikdrpern vor und das Antigen der Probe wird vollstéandig gebunden.

Immundiffusion

Immunelektrophorese (IEP)

Immunanalytische Particel Counting Immunoassay
Methoden ohne (PACIA)
Markierung

Lichtstreuungsmessung

Immunosensoren

Abb. 3a:  Ubersicht tber die Hauptmethoden der Immunanalytik
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Isotopenmarkierung

Markierung mit Phagen

Immunanalytische
Methoden
mit Markierung

Markierung mit luminiszierenden
Reagenzien

Markierung mit stabilen freien
Radikalen

Immunosensoren

Markierung mit Fluoreszenzmarkern

Markierung mit Enzymen, Inhibitoren,
etc.

Abb. 3b:  Ubersicht tber die Hauptmethoden der Immunanalytik

Fur eine ausfuhrliche Ubersicht aller Methoden wird an dieser Stelle auf entsprechende
Fachliteratur verwiesen [SCHUGERL, 1991; MASSEYEFF, 1993; HAGE, 1995]. Im Folgenden
werden nur die Methoden kurz erlautert, deren Anwendung weit verbreitet ist.

2.2.3 Immunassays ohne Markierung

2.2.3.1 Nephelometrische und Turbidimetrische Immunassays

Immunnephelometrie und —turbidimetrie verbinden das physikalische Prinzip der Streulicht-
beziehungsweise Lichtabsorptionsmessung mit der quantitativen Bildung eines Immun-
prazipitats in homogener Phase [PRICE, 1983; WHICHER, 1983; JOHNSON, 1987]. Die immun-
chemische Grundlage bildet die von Heidelberger beschriebene GesetzmalRigkeit, die die
Menge an gebildeten Immunprazipitat (gemessen als Tribung) in Abhangigkeit vom Anti-
gen/Antikérperverhéltnis darstellt [HEIDELBERGER, 1935]. Die Messungen missen immer bei
einem Antikdrpertberschuld vorgenommen werden, da nur dann ein linearer Zusammenhang
zwischen Signal und Antigenkonzentration besteht. Die Nephelometrie basiert auf der Mes-
sung der Intensitdt des in einem bestimmten Winkel (90° oder beliebiger Vorwartswinkel)
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zum eingestrahlten Licht gestreuten Lichtanteils. Wegen der geringen Intensitat des Streu-
lichtes wird als Lichtquelle ein Laser verwendet. In der Turbidimetrie bestimmt man die di-
rekte Intensitdtsabnahme des Durchlichts, wozu ein einfaches Photometer den Anforde-
rungen genugt. Aufgrund der Vorteile dieser Methoden, wie zum Beispiel geringe Proben-
vorbereitung, kurze Analysendauer, gute Automatisierbarkeit, sind fur beide Techniken eine
Vielzahl von Anwendungen bekannt, zum Teil in Kombination mit der Flie3injektionsanaly-
sentechnik [FOTIOU, 1992; FREITAG, 1991; GARTNER, 1991; MIDDENDORF, 1993; MONTAGNE,
1992; SCHULZE, 1994].

Eine Erh6hung der Sensitivitat wurde mit der Entwicklung partikelverstarkter Immunassays
erreicht, wobei einer oder beide Immunpartner vorher an grol3ere Teilchen, wie z.B. Latex-
partikel, gebunden werden [GRESSNER, 1990]. Durch die grof3e Zunahme des Durchmessers
der streuenden Partikel konnte die Empfindlichkeit bis in einen Konzentrationsbereich von
pg/mL Analyt gesenkt werden.

2.2.4 Immunassays mit Markierung

2.2.4.1 Radioimmunassay

Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei Immunassays ist aufgrund ihrer hohen Sen-
sitivitat bis zu Konzentrationen im pg/mL-Bereich speziell in medizinischen Laboratorien weit
verbreitet. Radioimmunassays (RIA) beruhen auf der kompetitiven Reaktion zwischen einer
definierten Menge gelabeltem Antigen und dem Antigen der Probe um eine begrenzte Zahl
an Antikorperbindungsplatzen [YALOw, 1959]. Die gemessene Radioaktivitdt des Immun-
komplexes ist dann umgekehrt proportional zu der Menge des Antigens in der Probe. Ubli-
cherweise werden diese Assays mit immobilisierten Antikérpern durchgefiihrt, so dal’ die
Uberschissigen Bindungspartner leicht ausgewaschen werden kénnen.

Eine andere Variante sind die sogenannten immunradiometrischen Assays (IRMA) [MILES,
1968]. Hier ist der im UberschuR vorliegende Antikérper selbst gelabelt und reagiert zu-
nachst mit dem gesamten Analyten der Probe. In einem anschlieRenden heterogenen Schritt
werden die Uberschiissigen Antikorper von an einer festen Phase immmobilisierten Anti-
genen gebunden. Die gemessene Radioaktivitat der festen Phase ist dann wiederum umge-
kehrt proportional zur Analytmenge in der urspriinglichen Probe. Eine Ubersicht Gber die
verschiedenen Techniken gibt Najjar [NAJJAR, 1993].

Dennoch sind diese Methoden mit einigen Nachteilen behaftet, wie hohe Geréte- und Rea-
genzienkosten, Instabilitdt der Reagenzien und dem Anfall radioaktiver Abfélle, die ein gro-
Res Umweltproblem und einen immensen Kostenfaktor darstellen. Daher geht die Tendenz
dahin, radioaktive Marker durch Enzyme und Fluoreszenzfarbstoffe zu ersetzen.
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2.2.4.2  Enzymimmunassays

Die Verwendung von Enzymen anstelle radioaktiver Isotope als Marker stellte eine der er-
sten Alternativen zu radioaktiven Immunassays dar und hat eine weite Verbreitung gefunden
[ENGVALL, 1971]. Beim Enzymimmunassay (EIA) wird die Bildung des Immunkomplexes tber
eine daran gekoppelte Enzymreaktion verfolgt, bei der ein leicht detektierbares Produkt ge-
bildet wird. Klassischerweise wird ein farbloses Substrat durch das Enzym in ein farbiges
Produkt umgewandelt, das dann spektroskopisch quantifiziert werden kann. Die unzahligen
Varianten lassen sich in die beiden Hauptgruppen homogene und heterogene Assays ein-
teilen.

Bei heterogenen EIAs ist ein Separationsschritt nétig, um die ungebundenen Reaktanden
von dem Immunkomplex abzutrennen. Das gangigste heterogene EIA ist der nicht kompe-
titive Sandwich-ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay), bei dem die Antikorper im
Uberschuf? auf Agarose-, Polyacrylamid- oder Polystyroltragern in Mikrotiterplatten immobi-
lisiert werden. Auch hier kann kompetitiv und nicht kompetitiv gearbeitet werden. Nach der
Probenaufgabe und Inkubation erfolgt ein Waschschritt und eine weitere Inkubation mit
einem enzymgelabelten Antikorper. Nach erneutem Waschen erfolgt die Zugabe des
Enzymsubstrats, dessen Reaktionsprodukt anschlieRend photometrisch, fluorimetrisch oder
mittels Chemilumineszenz detektiert werden kann. Die am haufigsten verwendeten Marker-
enzyme sind alkalische Phosphatase, (B-Galactosidase, Glucoseoxidase und Meerrettich-
Peroxidase, da diese Enzyme billig und sehr stabil sind und zudem hohe Umsatzraten zei-
gen [NAKANE, 1974]. Dieses Verfahren eignet sich aber nur fir bi- bzw. multivalente Anti-
gene, da eine Bindung zu zwei Antikdrpern erfolgen muf3. Fur monovalente Antigene (z.B.
Haptene) missen kompetitive Assays mit markiertem Antigen durchgefuhrt werden. Generell
sind ELISA-Tests sehr empfindlich und liefern bis in den atto- und pikomolaren Bereich gute
Ergebnisse [OELLERICH, 1980]. Bei der Messung von Fermentationsproben fiihrt dies
allerdings zu Schwierigkeiten, da um GrolRenordnungen hodhere Produktkonzentrationen
vorliegen. Als Folge mussen diese Proben daher meist stark verdinnt werden, was eine zu-
satzliche Fehlerquelle mit sich bringt. Eine Kopplung der EIAs mit FlieR3injektionsanalysen-
systemen kann dieses Problem minimieren, da automatische und daher besser reprodu-
zierbare Verdinnungsroutinen etabliert werden kénnen [NILSSON, 1991; 1993].

Die meisten homogenen EIAs sind kompetitive Assays und basieren auf der Modulation der
Aktivitat des Markerenzyms (Abnahme oder Zunahme) durch die Bildung des Immun-
komplexes. Die etablierteste Technik ist die EMIT (enzyme-multiplied immunoassay
technique), bei der enzymgelabelte Antigene verwendet werden, deren Enzymaktivitat durch
die Bindung an den Antikdrper und die daraus resultierende sterische Hinderung vermindert
wird. Dieses Verfahren findet besonders bei der Konzentrationsbestimmung kleiner Antigene
Anwendung, z.B. Drogen und Hormone.
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2.2.4.3  Fluoreszenzimmunassays

Bei Fluoreszenzimmunassays (FIIA) kann die Markierung einerseits durch ein Enzym erfol-
gen, das ein Fluorogen in ein fluoreszierendes Molekul umsetzt [BURD, 1981]. Andererseits
kann einer der beiden Reaktionspartner mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden.
Der am haufigsten eingesetzte Marker ist FITC (Fluorescein Isothiocyanat), welcher sich
durch eine gute Langzeitstabilitat, hohe Lichtausbeute, leicht mef3bare Exzitations- und
Emissionswellenldange (Ex. 495, Em. 515 nm) und durch seine Eigenschaft, die Immun-
reaktion nicht zu beeinflussen, auszeichnet [NAKAMURA, 1984; LIDDELL, 1995]. Eine weitere
Maoglichkeit ist die Messung der Eigenfluoreszenz des Zielanalyten (Protein), wenn dieser
nach der Immunkomplexbildung an einer stationdren Phase wieder eluiert wird [BEYER,
1995; REINECKE, 1997]. Einige FlIA-Systeme erreichen inzwischen Sensitivitdten, die mit
denen der RIAs vergleichbar sind, so daR Analyte in Konzentrationen bis 10" mol/L be-
stimmt werden konnen. Als Stoérquelle kann hier nattrliche Eigenfluoreszenz anderer biolo-
gischer Substanzen auftreten, zum Beispiel von Proteinen, NAD(P)H, Tryptophan und Fla-
vinen, die als Bestandteile im Blut, Serum oder Fermentationsmedium vorkommen
[LINDEMANN, 1998].

Heterogene Fluoreszenzimmunassays funktionieren analog zu den heterogenen EIAs
[HEMMILA, 1985]. Die markierten Probenantigene reagieren mit den immobilisierten Anti-
kérpern und die nicht gebundenen Probenbestandteile werden ausgewaschen. In einem an-
schlieBenden Elutionsschritt werden die Antigene wieder freigesetzt und die Fluoreszenz im
Eluat detektiert. Dieser Assaytyp kann auch kompetitiv durchgefihrt werden.

Homogene Fluoreszenzassays sind im allgemeinen nicht so sensitiv wie heterogene, da Ver-
unreinigungen zu Stérungen des Fluoreszenzsignals fihren kénnen. Daher sind hochspezifi-
sche Antikorper, hochreine markierte Antigene und ein entsprechender experimenteller Auf-
bau erforderlich [NAKAMURA, 1992]. Homogene FlIAs sind fast ausschlief3lich kompetitive As-
says, wobei durch die Immunreaktion entweder die Fluoreszenz verstarkt (enhencement
Assay) oder verringert wird (quenching Assay). Beispielsweise kann die Bildung des Immun-
komplexes die zur Detektion gekoppelte Enzymreaktion unterdriicken [KELLY, 1982].

Eine weitere interessante Variante ist der Fluoreszenztransfer-Immunassay (FETIA)
[MORRISON, 1988]. Hierbei werden zwei Fluorophore als Donor/Akzeptorpaar verwendet, z.B.
FITC und TMRITC (Tetramethylrhodamin Isothiocyanat). Das vom FITC emittierte Fluo-
reszenzlicht dient als Exzitationslicht des TMRITC. Die Starke dieses Effektes nimmt mit der
Abnahme des Abstandes der Molekile zu. Gemessen wird entweder die Intensitatsabnahme
des vom FITC emittierten Lichtes oder die Intensitatszunahme des vom TMRITC emittierten
Lichts.
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2.2.5 Immunsensoren

Immunsensoren bilden eine Untergruppe der Biosensoren. Diese bestehen aus zwei Bau-
elementen: einem biologischen Erkennungssystem, das gleichzeitig auch Signalgeber ist,
und einem physikalischen MefRwandler (Transducer). Meist stehen die biologische und phy-
sikalische Komponente direkt miteinander in Kontakt [FREITAG, 1992]. Eine Einteilung erfolgt
nach der Art des eingesetzten Transducers: Elektrochemische, optische, amperometrische
und piezoelektrische Systeme sowie Thermistoren und Feldeffekttransistoren sind bekannt
[SCHEPER, 1991; SCHUGERL, 1991; NAKAMURA, 1992; ScHwmID, 1993]. Die Einsatzgebiete
sind: Umweltanalytik, Lebensmitteliiberwachung, klinische und biotechnologische Anwen-
dungen.

Eine sehr rasante Entwicklung findet zur Zeit im Bereich der SPR (Surface Plasmon Reso-
nance) statt [HALL, 1988; MOON 1988]. Bei diesem MefRprinzip macht man sich evanes-
zierende Wellen? bei der Totalreflexion zunutze. Der Transducer besteht hier aus einer Glas-
oberflache, auf die ein dinner Metallfilm (meist Gold oder Silber) aufgebracht ist. Uber den
Resonanzwinkel und die Intensitat des reflektierten Lichtes kann so der Bindungszustand der
auf der Oberflache immobilisierten Antikorper oder Antigene bestimmt werden. Die Assays
werden miniaturisiert auf einem Chip durchgefiihrt, wodurch sich auch die Moglichkeit einer
Mehrkanal-Messung ergibt.

Zunéachst wurde das Verfahren uberwiegend zur Untersuchung thermodynamischer und ki-
netischer Konstanten biomolekularer Interaktionen genutzt [LUNDSTROM, 1994]. Inzwischen
sind aber auch Assays zur direkten Quantifizierung von Analyten aus Fermentations- oder
anderen Realproben entwickelt worden, wobei auch kompetitive oder Sandwich-ELISA-Ver-
fahren zum Einsatz kommen [SEVERS, 1993; BRECHT, 1997]. Wahrend sich frihe Arbeiten
ausschlieBlich auf Antikorper-Antigen- und Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwirkungen konzen-
trierten, finden in neuen Verfahren auch Protein-Protein-, Protein-DNA- und DNA-DNA-
Wechselwirkungen Anwendung sowie Untersuchungen zu Konformationsdnderungen im-
mobilisierter Proteine [MERNAGH, 1998; SoTA, 1998]. Neue Anwendungen ergeben sich
dadurch in den Bereichen Epitop-Mapping, Affinitdtsmessung und molekulare Erkennung
sowie in der Signaltransduktion, Genregulierung und Proteinfaltung [TRUTNAU, 1998;
HomoLa, 1999]. Auf diesem MelRprinzip basierende Mel3gerate sind seit einigen Jahren von
verschiedenen Herstellern kommerziell erhaltlich (Affinity, BIAcore, BioTul, Texas Instru-
ments, Xantec), und die Zahl neuer Applikationen steigt stetig [HOMOLA, 1999].

2 Elektromagnetisches Feld, das in der Grenzschicht von einfallendem und reflektiertem Licht senkrecht zur optischen

Achse im optisch diinneren Material auftritt.
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2.2.6 FIA-Immunassays in der Bioprozel3kontrolle

Die Kombination der FlieRRinjektionsanalytik (FIA) mit verschiedenen Arten von Immunassays
verbindet die Selektivitat und Sensitivitat von Antikbrpern mit der Schnelligkeit und einfachen
Automatisierbarkeit der FlieRinjektionstechnik. Dadurch entstehen Verfahren, welche sich
hervorragend zur schnellen und kontinuierlichen On-line-Detektion hochmolekularer
Komponenten in Bioprozessen eignen. Die meisten Systeme sind aus bekannten Off-line-
Methoden entwickelt worden, wobei wesentlich mehr heterogene als homogene Assays Ver-
wendung finden. Im Folgenden wird ein kleiner Uberblick tber die realisierten Applikationen
gegeben. Detailliertere Informationen finden sich in entsprechenden Ubersichtsartikeln
[MATTHIASSON, 1992; PUCHADES, 1992; 1996; FINTSCHENKO, 1998].

Homogene Assays, die zur ProzefRlberwachung eingesetzt werden, sind meist turbidimetri-
scher Art. Sie werden Ublicherweise im Stopped-Flow-Modus durchgefiihrt, um eine ausrei-
chende Immun-Préazipitation zu erreichen. Mit diesem Verfahren lassen sich bei Zykluszeiten
von 1-6 Minuten relativ einfach hohe Mel3frequenzen realisieren. Dieses System ist bereits
fur zahlreiche On-line-Bestimmungen an Bioprozessen eingesetzt worden: Pullanase
Isoenzym aus Bakterien (1-100 mg/L), AT Il (0-30 mg/L), Maus-lgG (10-900 mg/L) und
rt-PA (im Bereich mg/L) [FREITAG 1991; 1991b; DEGELAU, 1992; MIDDENDORF, 1993].

Eine vollstandige Automatisierung der Standard-ELISA-Technik kombiniert dessen Vorteile
in Bezug auf die hohe Sensibilitat mit der einfachen und dynamischen Durchfiihrung der FIA.
Ein solcher Flow-ELISA ist sowohl fiir die Bioprozefl3beobachtung als auch in Aufreinigungs-
prozessen interessant. Anwendungen erfolgten bereits in beiden Bereichen, zum Beispiel zur
Detektion von a-Amylase (0-1000 mg/L) [MATTHIASSON, 1992; NILSSON, 1993]. Das gleiche
Prinzip wurde auch bei einem kalorimetrischen Sandwich-Assay mit immobilisiertem Pro-
tein A zur Messung von IgG in Kultivierungsproben mit guten Ergebnissen etabliert
[BRANDES, 1993; SCHEPER, 1993; LAMMERS, 1996].

Ein kompetitives heterogenes Assay mit FITC-gelabeltem Antigen wurde zur Bestimmung
von AT Ill und Pullanase eingesetzt, wobei hier die Fluoreszenz des Eluats zur Konzentrati-
onsbestimmung gemessen worden ist [FREITAG, 1989; MIDDENDORF, 1993].

Ein nicht-kompetitives heterogenes Immunassay, bei dem das Antigen quantitativ an im
Uberschuf? immobilisierte Antikorper bindet, wird in Kapitel 3 naher beschrieben. Die Detek-
tion erfolgt anhand der Proteineigenfluoreszenz, ohne daf} weitere Markierungen vorge-
nommen werden mussen. Dieses Verfahren wurde bereits zur Bestimmung von rt-PA, AT Il
und Maus-IgG in komplexen Fermentationsmedien (Konzentrationen von 1-1000 mg/L) und
wahrend eines Aufreinigungsprozesses verwendet [REINECKE, 1993; SCHULZE, 1994; BEYER,
1995; HAGEDORN, 1998].
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Ein weiteres Verfahren beruht auf dem physikalischen Prinzip, dal? die Kapazitat eines Kon-
densators von der Dicke und dem dielektrischen Verhalten der Schicht auf der Metallober-
flache des Kondensators abhéngig ist. Um dies auszunutzen, werden die Antikdrper auf der
Tantaloxid-Oberflache einer Durchfluf3zelle immobilisiert. Erfolgt nun die Bildung des Immun-
komplexes, so verandert sich die elektrische Kapazitat, die Uber eine Impedanz-Messung
zuganglich ist. Dieses Verfahren wurde bereits zur Beobachtung einer IgG-Kultivierung (2-
200 pg/mL) eingesetzt [GEBBERT, 1992; 1994].

Eine weiterer Biosensor nutzt das physikalische Prinzip der evaneszierenden Wellen, deren
Anderungen mittels eines Gitterkopplers detektiert werden. Die Bildung des Immunkomple-
xes fiihrt zu einer Anderung des Einkopplungswinkels, Uber den der effektive Refraktions-
index berechnet werden kann. Das ganze System ist auf einem Chip untergebracht und
direkt in das FlieRsystem implementiert. Dieses in Stopped-Flow-Technik durchgefiihrte Ver-
fahren wurde zur Messung der IgG-Konzentration in einem Bioprozel3 in einem Detektions-
bereich von 10-150 pug/mL erfolgreich genutzt [PoLzius, 1993].
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2.3 Untersuchter Analyt

2.3.1 Faktor Vlla

Der Prozel3 der Blutgerinnung unterliegt einem komplexen Mechanismus, da zum einen bei
Verletzungen die Gerinnung schnell eintreten, aber andererseits auf den Verletzungsbereich
beschrankt bleiben muf3, um keine Thrombose auszultsen. Blutgerinnsel bilden sich durch
eine Serie von Zymogenaktivierungen. Im Verlauf einer enzymatischen Kaskade katalysiert
jeweils die aktivierte Form eines Gerinnungsfaktors die Aktivierung des nachsten, wobei
kleine Mengen ausreichen, um die Reaktionsfolge in Gang zu setzten. Durch die Vielzahl der
Schritte wird eine grof3e Verstarkung erreicht, die eine schnelle Antwort auf Verletzungen
gewahrleistet. Man unterscheidet zwei unterschiedliche Systeme: Das intravaskuldre Sy-
stem, das durch Kontakt mit anormalen Oberflachenstrukturen, wie sie durch Verletzungen
verursacht werden, aktiviert wird, und das extravaskuldre System, welches durch Substan-
zen, die das Gewebe in Folge von Verletzungen freisetzt, in Gang gesetzt wird. Es fuhrt zur
Aktivierung von Faktor VII und der Freisetzung eines als Gewebefaktor bezeichneten Lipo-
proteins aus den BlutgefalRen (Abbildung 4). SchlieBlich miinden beide Systeme in eine ge-
meinsame Folge von Schritten, die letztlich zur Bildung eines Fibringerinnsels fiihren. Beide
Systeme sind fir eine vollstdndige Gerinnung notwendig und beeinflussen sich in vitro ge-
genseitig, so daf3 das Fehlen einer Proteinkomponente in einem der beiden Systeme bereits
zu Gerinnungsanomalien fihrt [Stryer, 1996].
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Abb. 4: Die Blutgerinnungskaskade mit intra- und extravaskularem System [STRYER, 1996]
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Einer der bekanntesten Defekte ist die Hamophilie A (klassische Hamophilie), die als ge-
schlechtsgebundenes, rezessives Merkmal vererbt wird und nur bei Mannern auftritt. Hier
fehlt entweder der Faktor VIII des intravaskularen Systems ganz oder besitzt eine deutlich
verminderte Aktivitat. Die weniger verbreitete Hamophilie B ist auf einen Mangel oder das
vollstandige Fehlen von Faktor IX zurtckzufihren. Die Folgen sind starke, nur schwer zu
stoppende Blutungen selbst bei kleinen Verletzungen, die auch das Gewebe oder Gelenke
betreffen konnen. Gefahr besteht fir diese Patienten besonders bei chirurgischen Eingriffen
und Unfallen, bei denen starke, unkontrollierbare Blutungen auftreten kdnnen. Die Behand-
lung erfolgt durch die intravendse Gabe des entsprechenden Gerinnungsfaktors. Ge-
rinnungsfaktoren wurden friiher aus menschlichem Plasma gewonnen, aufgrund des hohen
Infektionsrisikos (HIV, Hepatitis) nimmt aber gegenwartig der Anteil der durch rekombinante
(gentechnisch verénderte) Organismen hergestellten Praparate stark zu. Allerdings ent-
wickeln etwa 10 Prozent aller Hamophilie-Patienten im Laufe der Behandlung Antikorper
gegen Faktor VIII oder IX und werden somit gegen diese Therapieform resistent [Novo
Nordisk, 1999a; b].

Die dadurch auftretenden Komplikationen kénnen durch die Verabreichung von Gerinnungs-
faktor VII behoben werden, der die Blutgerinnung auf einem von Faktor VIII und IX unab-
hangigen Weg auslosen kann. Faktor VIl bildet dabei mit dem am Ort der Gewebeverletzung
freigesetzten Gewebethromboplastin (Gewebsfaktor) einen Komplex, der Uber das extra-
vaskuldre System zu einer lokalen Aktivierung der Hamostase fuhrt und so die Blutung
stoppt [Meili, 1995]. Die Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Dé&nemark) stellt rekom-
binanten aktivierten Faktor VII mittels einer genetisch veranderten Saugerzellinie her und
vertreibt diesen unter dem Handelsnamen NovoSeven[] [Novo Nordisk, 1999c].
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Abb. 5: Primarstruktur von Faktor VII
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Humaner Faktor VIl ist ein einstréngiges Glykoprotein, welches im Plasma in einer Konzen-
tration von etwa 0.4 pg/mL vorkommt [TAKASE, 1988]. Es wird in der Leber synthetisiert, wo-
bei die post-translatorische y-Carboxylierung von 10 Glutaminsauren in der aminoterminalen
Region des Proteins, Vitamin K abh&ngig ist. Dieser Bereich des Molekuls ist fur die spatere
Komplexbildung mit dem phospholipidischen Gewebefaktor notwendig. Faktor VII besteht
aus 406 Aminoséuren mit 50 kDa und wird durch die Spaltung der Arg-152/lle-153-Bindung
in seine aktivierte Form Faktor Vlla, einer Serin-Protease, Uberfuhrt (siehe Abbildung 5). Der
aktivierte Faktor besteht aus einem aminoterminalen leichten Strang von 152 Aminoséauren,
in dem die vy-carboxylierten Glutaminsduren liegen (Gla-Domaine), und einem
carboxylterminalen schweren Strang mit 254 Aminoséauren, der das katalytische Zentrum der
Serin-Protease enthélt. Beide Strange werden durch eine einfache Disulfidbriicke in den Po-
sitionen Cys-145 und Cys-262 zusammengehalten [HAGEN, 1986]. Das Molekil selbst hat
nur sehr geringe protolytische Aktivitat. Erst nach der Komplexbildung mit dem Gewebsfaktor
beginnt in der Gegenwart von Calcium, das an die y-carboxylierten Gruppen der Gla-Do-
maine des Faktor VII bindet, die Aktivierung von Faktor X und IX [ZUR, 1982]. Eine Aktivie-
rung kann aber auch durch die Faktoren IXa, Xa, Xlla und Thrombin erfolgen [CERSKUS,
1985].

Faktor VIl besitzt vier Kohlenhydratseitenketten, von denen jeweils zwei O- und zwei N- gly-
kosidisch gebunden sind. Die beiden O-glykosidisch gebundenen Seitenketten unter-
scheiden sich in ihrer Zusammensetzung. An Ser 52 werden zu gleichen Teilen drei ver-
schiedene Kohlenhydratketten gefunden: Glucose, das Disaccharid Glucose-Xylose und das
Trisaccharid Xylose-Xylose-Glucose. Ser 60 dagegen ist mit Fructose verbunden [BJOERN,
1991]. Die N-glykosidisch gebundenen Seitenketten an Asn 145 und Asn 322 bestehen aus
Fructose, Mannose, Galactose, N-Acetylglucosamin und Salinsaure [THIM, 1988].
Unterschiede in der biologischen Aktivitdt zwischen aus humanem Plasma und rekombinant
hergestelltem Faktor VIl sind nicht feststellbar, obwohl geringfliigige Unterschiede in der
Kohlenhydratzusammensetzung der N-glykosidischen Seitenkette vorliegen. Zudem sind
beim rekombinanten Faktor VII nur 9 statt 10 Glutamins&auren y-carboxyliert [THIM, 1988].

2.3.2 Methoden zur Faktor VII Bestimmung

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dal3 eine erhdhte Faktor VII-Gerinnungsaktivitat
direkt mit dem zunehmenden Risiko, an einem koronaren oder koronal-arteriellen Herzleiden
zu erkranken, in Verbindung steht [MEADE, 1986; HOFFMANN, 1989; BROADHURST, 1990]. Da-
durch hat das Interesse an der Bestimmung der Faktor VII-Aktivitdt aus Plasma- und Serum-
proben stark zugenommen. Dabei treten allerdings zahlreiche Probleme auf: Faktor VII kann
in vielfaltigen Formen im Plasma vorliegen (einstrangig, aktiviert zweistrangig, beide Formen
jeweils als Komplex mit Gewebefaktor), was grof3en Einflul auf dessen Gerinnungsaktivitat
hat und so aussagekraftige Messungen erschwert.
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Zudem kann Faktor VII durch die Anwesenheit anderer Gerinnungsfaktoren, geladener
Oberflachen (Glasgefal3e) sowie durch Kalte autoaktiviert werden, was eine standardisierte
Probenhandhabung erschwert [PEDERSEN, 1989]. Eine weitere Problematik liegt darin, daf3
das Protein in normalen Plasmaproben nur als Spur vorkommt. Zur Messung der Aktivitat
wurden einige Immunassays entwickelt, zum Beispiel ein Antikorper-Neutralisationsassay
[MARIANI, 1981], sowie Radioimmunassays (RIA) [MIKAamI, 1986; FAIR, 1983] unter der Ver-
wendung von mono- und polyklonalen Antikbrpern. Ein one-step, monoklonales immunradio-
metrisches Assay, das auch bei sehr geringen Aktivitdten gute Ergebnisse liefert, ist
ebenfalls beschrieben [TAKASE, 1988]. Das einzige kommerziell erhéltliche Assay fiur die
Quantifizierung von Faktor VIl in Plasmaproben ist ein ELISA-Test, der von der Firma Stago
(Asniéres, Frankreich) vertrieben wird [BOYER, 1986; KITCHEN, 1992]. Der entscheidende Be-
standteil bei diesem Assay ist das zur Kalibration erforderliche "Normplasma" mit allen nor-
malen Blutbestandteilen auf3er Faktor VII, das die Firma als Standard vertreibt.

Des weiteren sind noch einige funktionale Assays bekannt, bei denen die Faktor VII-Aktivitat
durch eine an Faktor X gekoppelte Reaktion gemessen wird. Faktor VII wird durch die Zu-
gabe von Gewebefaktor und Calcium zunéchst selbst aktiviert und aktiviert anschlieend
Faktor X. Der gebildete Faktor Xa spaltet dann ein gekoppeltes chromogenes Substrat
(S-2222), das photometrisch einfach detektiert werden kann [SELIGSON, 1978]. Diese Me-
thode dient zur Messung der Gesamtaktivitdt unabhangig von dem Aktivierungsgrad des
Proteins in der Probe. Im Gegensatz dazu messen Gerinnungsassays, bei denen die Zeit bis
zur abgeschlossenen Gerinnung Ruckschliisse auf die Aktivitat des Proteins zulaf3t, nur die
Menge des bereits in der Probe aktiven Faktors [BROZE, 1982]. Eine Kombination der beiden
Verfahren erlaubt so die Abschéatzung des Aktivierungsgrades des Faktor VII in der Probe
[HAYES, 1993].

Die anfanglich angesprochenen Schwierigkeiten treten bei der Messung von Faktor Vlla in
Fermentationsproben nur vermindert oder gar nicht auf. Die anfallenden Produktkonzen-
trationen sind deutlich hoher als im Plasma und ihre Bestimmung daher nicht so stérungs-
anfallig. Zudem treten die Probleme der Autoaktivierung nicht auf, da das Protein bereits in
der zweistrangigen aktivierten Form exprimiert wird. Fir die routinemallige quantitative Be-
stimmung der Faktor VII- und Faktor Vlla-Konzentration in Plasma- oder Fermentations-
proben findet ein kommerziell erhaltliches ELISA-Kit-System Anwendung. Die Firma DAKO
(Glostrup, Danemark) vertreibt es in enger Kooperation mit der Firma Novo Nordisk A/S
(Kopenhagen, Danemark), die die Antikorper und Standards produziert. Das Antigen bindet
dabei zunachst an auf einer Polystyrenoberflache immobilisierte Antikérper, um dann in
einem zweiten Inkubationsschritt mit einem weiteren, mit Peroxidase markierten, mono-
klonalen Antikorper ein Sandwich zu bilden. Als Substrat dient das farblose ortho-Phenylen-
diamin, welches zu 2,2-Diamino-Azobenzen umgesetzt wird, das bei 490 nm vermessen
werden kann [LUND-HANSEN, 1989]. Dieser Assay ist fur einen Konzentrationsbereich von ca.
5-40 pg/L Faktor (VII+Vlla) geeignet [DAKO, 1994].
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3 Material und Methoden

3.1 Heterogener Elutionsimmunassay

3.1.1 Prinzip des Elutionsassays

In Kapitel 2.2.6 wurde bereits kurz der in dieser Arbeit fur alle Untersuchungen verwendete
heterogene Immunassay erwahnt. Das System besteht aus einem in ein FIA-System im-
plementierten nicht-kompetitiven Immunassay, bei dem der Antikérper im UberschuR auf
einem festen Tragermaterial immobilisiert wird [REINECKE, 1993; SCHULZE, 1994; BEYER,
1995]. Die Immobilisierung des Antikdrpers ermdglicht eine leichte Abtrennung des gebilde-
ten Immunkomplexes von den anderen Bestandteilen der Probe, die mit dem Tragerpuffer-
strom ausgewaschen werden. Zudem zeigen immobilisierte Antikdrper eine beschleunigte
Bindungskinetik, was auf das erhohte Verhaltnis von Oberflache/Volumen zuriickzufiihren ist
[PUCHADES, 1996].

Als Tragermaterialien sind Gele, Cellulose, Polymere und Harze ebenso méglich wie Glas-
kugeln oder Membranen. Eine kovalente Bindung der Antikorper ist sinnvoll, um eine mog-
lichst stabile Bindung zu erhalten. Fir diesen Assay ist Bromcyan-aktivierte Sepharose B
(Sigma; Deisenhofen, Deutschland) am besten geeignet, da hiermit die héchste Aktivitats-
ausbeute erzielt werden kann [REINECKE, 1993]. Das DurchfluRverhalten des Materials ist fir
die FlieRBinjektionsanalyse ebenfalls gut geeignet, da es nicht zu starker Kanal- oder Blasen-
bildung neigt und somit keine Druckschwankungen im System entstehen. Die Antikorper
werden im UberschuR auf dem Tragermaterial immobilisiert, um eine quantitative Bindung
der Antigene aus der Probe zu erzielen. Verbleibende freie Bindungsstellen auf der Tra-
geroberflache werden mit Ethanolamin blockiert (siehe Vorschrift im Anhang), um unspezifi-
sche Bindungen von Proteinen zu verhindern. Bei der Immobilisierung der Antikdrper muf3
man bericksichtigen, daf3 nur 5-25 Prozent der eingesetzten Antikrper ihre biologische Akti-
vitat behalten [HEARN, 1990; WIMALASENA, 1991]. Griinde fur diesen Aktivitatsverlust konnen
sein:

. Sterische Blockade des aktiven Zentrums der Antikérper durch die Tragerober-

flache;

. Mehrfachbindung der Antikdrper an die Trageroberflache, die zu einer Verzerrung
des aktiven Zentrums fuhren;

. Sterische Blockade des aktiven Zentrums durch zu dicht gebundene Antikorper.

Zudem mufd berlicksichtigt werden, daf3 im Verlauf der Messungen ein Teil der Aktivitat
durch Denaturierung und Elution der gebundenen Antikdrper verloren gehen kann.

Das Tragermaterial mit den immobilisierten Antikdrpern wird dann in einer Durchfluf3kartu-
sche (1 mL, MoBiTec (Gottingen, Deutschland)) in den Tragerstrom des FIA-Systems imple-
mentiert. In der Kartusche erfolgt dann die quantitative Bindung des in der Probe enthaltenen
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Antigens durch die Antikdrper. Weitere Probenbestandteile werden in einem ausreichend
langen Spuilschritt ausgewaschen und so der Zielanalyt vollstéandig isoliert.

In einem nun folgenden Elutionsschritt wird die Antikérper/Antigen-Bindung geldst und das
Antigen mit dem Elutionspuffer ausgespult (Abbildung 6). Die Elution sollte méglichst schnell
und vollstandig erfolgen. Dadurch bleibt einerseits die Aktivitat der Antikdrper erhalten und
andererseits werden keine Analyten mit in den nachsten Analysenzyklus verschleppt. Letz-
teres wirde mit jeder Messung zu einer Verringerung der Kapazitat der Kartusche ftihren.

1. Immobilisierung der Antikrper 2. Probenaufgabe
RO 008853444
y - ~=0 Op0
—> —> (Z >

vreryyyl o Crereede

3. Spilen 4. Elution

Y
OQQ —+> <><><>§>>
? Yy Yy yl®

—< Antikorper Kartusche <> Zielprodukt () Nebenprodukte

Abb. 6: Schematisches Funktionsprinzip des heterogenen Immunassays

Hinter der Kartusche wird der eluierte Analyt direkt Uber die Proteinfluoreszenz detektiert.
Die Messung erfolgt bei einer Exzitationswellenlange von 280 nm und einer Emissions-
wellenlange von 340 nm, was dem Fluoreszenzmaximum von Tryptophan entspricht. Nach
einem folgenden kurzen Equilibrierungsschritt ist bereits der nédchste Mel3zyklus méglich.

Der bereits erwahnte Elutionsschritt stellt bei diesem Assay den schwierigsten Punkt dar:
Zum einen soll die Elution vollstandig und schnell erfolgen, zum anderen sollen die Anti-
korper moglichst wenig geschadigt oder abgeltst werden. Praktisch kann die Elution Uber die
Anderung verschiedener Puffereigenschaften durchgefihrt werden [PHARMACIA, 1996]:

. pH-Wert: Ein Sprung des pH-Wertes andert die Ladungsverhaltnisse sowohl der
Antikorper als auch des gebundenen Proteins. Diese Anderung kann die Bindungs-
stellen direkt betreffen und so die Bindung loésen oder indirekt die Bindungsaffinitat
Uber eine Konformationsénderung beeinflussen. Die Elution ist sowohl mit einem
Sprung zu einem hohen (12.0) oder niedrigen (2.0-3.0) pH-Wert méglich [REINECKE,
1993]. Die chemische Stabilitat der Matrix, des Liganden und des Analyten sind hier
entscheidend fur den verwendbaren pH-Bereich.
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lonenstarke : Die Elution durch hohe Salzkonzentrationen fiihrt zu &hnlichen Ver-
anderungen in Bezug auf die Ladungsverhéltnisse der Bindungspartner. Am gangig-
sten ist die Verwendung von NaCl-Konzentrationen bis zu 1.0 M. Bei Interaktionen
mit hoher Affinitat ist oft ein chaotropes Salz (z.B. I, SCN™ oder CCI;COQ") in hohen
Konzentrationen (bis zu 3 M) erforderlich, um die Bindung zu l6sen.

Kompetitive Reaktion: Selektive Elution kann auch durch eine Substanz, die um
die Bindungsstellen konkurriert, durchgefiinrt werden. Diese Methode ist sowohl fir
die Antigen- als auch die Antikdrperbindungsstellen méglich.

Verminderte Polaritat : Eluenten mit geringerer Polaritdt erhéhen die Desorption
und fuhren selten zu einer Inaktivierung der eluierten Substanz. Hier finden Dioxane
(bis 10 %) und Ethylenglykol (bis 50 %) Anwendung.

Denaturierungsmethode: Die irreversible Denaturierung des Antigens durch hohe
Konzentrationen von chaotropen Salzen, Guanidin-HCI oder Harnstoff flhrt letztlich
in jedem Fall zur Elution. Allerdings ist bei dieser Methode das eluierte Protein nicht
mehr aktiv und die Gefahr einer nachhaltigen Schadigung der Antikdrper grol3.

Ein Screening der verschiedenen Elutions-Methoden ist fir jedes Antikdrper/Antigen-System
erforderlich und bedarf sorgfaltiger Optimierung, um ein bestmdgliches Analysenergebnis zu

erzielen.

3.1.2

Systemaufbau

Das verwendete FlieRinjektionsanalysensystem wurde im Institut flr Technische Chemie
entwickelt und gebaut. Es besteht aus folgenden Komponenten (vergleiche Abbildung 7):

Selektor | (7-Port-Schaltventil), um zwischen dem Tréger- und dem Elutionspuffer zu
wechseln.

Injektor (6-Port-Injektionsventil) mit integrierter Probenschleife (50-100 uL) zur Auf-
gabe der Probe in den Tragerstrom.

Durchflukartusche (Polypropylen, 1 mL Volumen), in der sich das Tragermaterial
mit den immobilisierten Antikérpern befindet. Das Immobilisat wird am Ein- und
Ausgang durch auswechselbare Filterfritten mit einem Porendurchmesser von 35
pm zurickgehalten.

Fluoreszenzdetektor mit einer 40 uL DurchfluBkivette, frei wéhlbarer Exzitations-
und Emissionswellenlange (hier: 280/340 nm) und einem 0-10 V Ausgang zur Si-
gnaliibertragung.
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. Zwei Peristaltikpumpen mit einstellbarer Flu3rate, wobei die zur Probenaufgabe mit
circa 0.8 mL/min und die Pufferpumpe mit circa 1.0 mL/min betrieben wird.

. Selektor Il (7-Port-Schaltventil), um zwischen verschiedenen Standards und Proben
zu wechseln.

. Computer (386SX-16) mit der Software CAFCA (Computer Assisted Flow and
Control Analysis), die die verschiedenen Komponenten der Anlage steuert und den
mittels einer A/D-Karte digitalisierten Signalverlauf analysiert und speichert
[HITZMANN, 1995].

O 0]@)
AEx +em | FlUOreszenz-
, , Datenaufnahme () C) Detektor
L] i i Prozef3- — —
iisteuerung / > Abfall
""""""""""""""" Antikorper- k Selektor Il
Kartusche

Injektor mit

Probenschleife
Trager- Elutions- Abfall
puffer  puffer
Abb. 7: Schematischer Aufbau der heterogenen Immun-FIA

Alle Verbindungen sind aus Teflonschlauch mit einem Innendurchmesser von 0.5 mm. Diese
gewabhrleisten eine geringe Dispersion im Schlauchsystem, die aber aufgrund der Durchflul3-
kartusche dennoch einen fir ein solches System hohen Wert erreicht [REINECKE, 1993].

Die Ubrigen Systemparameter, wie Pufferzusammensetzung, Spil- und Elutionszeiten und
Integrationsgrenzen bei der Auswertung, sind variabel. Fir jedes neue Antikdrper/Antigen-
System ist eine erneute Optimierung notwendig, um mdglichst kurze und effektive Analysen-
zyklen durchzufihren. So ist es fir ein prazises Ergebnis, zum Beispiel bei Realproben mit
einem hoheren Proteingehalt, erforderlich, den Spdlschritt erheblich zu verlangern. Extreme
Elutionsbedingungen dagegen erfordern einen verlangerten Equilibrierungsschritt.
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3.1.3 Signalauswertung

Den typischen Signalverlauf eines Analysenzyklus mit dem heterogenen Immunassay zeigt
Abbildung 8. Der Gesamtmel3zyklus kann in zwei Bereiche, den Injektions- und den Elutions-
abschnitt, unterteilt werden. Das Signal im ersten Bereich (Waschpeak) entsteht durch die
Proteinbestandteile der Probe, zum Beispiel Nebenprodukte und Medienkomponenten, die
nicht von den Antikdrpern gebunden werden. Da ihr Anteil an der Probe sehr viel gro3er ist,
ist dieser Peak deutlich hoher als der zweite Peak (Elutionspeak). Dieser entsteht nach dem
Umschalten auf den Elutionspuffer und ist ausschlie3lich auf die Fluoreszenz des Ziel-
produktes zurtickzufiihren.
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0,1 1

Fluoreszenzsignal [RU]
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Abb. 8: Typischer Signalverlauf des heterogenen Immunassays

Die Auswertung erfolgt Uber das Integral der Peakflache, da dieses im Gegensatz zur Peak-
hohe wahrend der Laufzeit des Analysensystems die geringste Anfalligkeit gegeniber
Schwankungen der FluRrate zeigt.

Fiur eine genaue und prazise Auswertung ist es sinnvoll, die Empfindlichkeit des Detektors so
zu wahlen, dal3 der fur die Auswertung relevante Elutionspeak den Mel3bereich mdglichst gut
ausnutzt. Das fuhrt dazu, dalR der Waschpeak bei Proben mit hohen Proteinkonzentrationen
den Mef3bereich tberschreitet. Da er fur die Auswertung jedoch keine weitere Rolle spiel,
kann dieser Effekt vernachlassigt werden. Die Reproduzierbarkeit der Integrationsgrenzen
und —optionen ist durch die Verwendung der Software CAFCA fur alle Analysenzyklen einer
Mefreihe gewahrleistet.
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3.1.4 Verwendete Antikorper

Die Firma NOVO Nordisk A/S hat fir die Entwicklung eines heterogenen Elutionsassays drei
verschiedene Typen von Antikdrpern gegen Faktor VIl aus eigener Entwicklung und Produk-
tion zur Verfigung gestellt. Diese unterscheiden sich beziiglich ihrer Selektivitat und Bin-
dungsstarke.

. mab FVII-4 F9 (FOA2) ist ein monoklonaler Antikorper, der alle Formen von Fak-
tor VII bindet. Er wird auch in dem in Kapitel 2.3.2 erwdhnten kommerziellen ELISA-
Kit verwendet.

. mab FVII (F1A2) ist ebenfalls ein monoklonaler Antikorper, der aber nur selektiv die
korrekt y-carboxylierte Form von Faktor VII bindet. Dieser AntikGrper ist Calcium-
abhangig und benétigt 5-10 mM Ca* in den verwendeten Puffern.

. mab FVII-4 F7 (F7A2) ist ein weiterer monoklonaler Antikorper, der alle Formen von
Faktor VII bindet. Er unterscheidet sich von mab FVII-4 F9 (F9A2) durch eine
verringerte Bindungsaffinitat.

Alle drei Antikérper werden auf ihre Verwendbarkeit in dem heterogenen Elutionsassay un-
tersucht und die Systemparameter optimiert.
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4 Experimenteller Teill

4.1 Voruntersuchungen mit Faktor Vlla

Um einen funktionierenden Assay fur Faktor Vlla zu entwickeln, ist es vorab erforderlich,
einige Eigenschaften des Proteins zu untersuchen. Wichtig ist zunachst, die optimale Exzi-
tations- und Emissionswellenlange des Fluoreszenzmaximums zu bestimmen, um eine mog-
lichst hohe Empfindlichkeit bei der Quantifizierung zu erreichen. Dazu wurde eine Fak-
tor Vlla-Probe (Protein-Konzentration 107 mol/L) mit einem 2D-Fluoreszenzspektrometer
(F4500, Hitachi) in einer Klivette vermessen.

Fluoreszenzintensitat [rU]
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I 3440 -- 3976
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Abb. 9: 2D-Fluoreszenzspektrum von Faktor Vila

Das 2D-Fluoreszenzspektrum in Abbildung 9 zeigt, daf? fir Faktor Vlla das Wellenlangen-
paar 280/340 nm zur Exzitation und Emission am besten geeignet ist, da hier das Fluores-
zenzmaximum liegt. Diese Einstellung wird fur alle weiteren Messungen verwendet.

Es gibt verschiedene Methoden, die zur Elution des Antigens herangezogen werden konnen,
wie bereits in Kapitel 3.1.1 diskutiert wurde. Einfach durchfiihrbar und daher h&ufig verwen-
det ist eine starke pH-Wert-Anderung [HAGEDORN, 1998]. Da dieses Verfahren im Rahmen
der Assayentwicklung auch getestet werden soll, der pH-Wert aber auch starke Auswirkun-
gen auf die Proteinfluoreszenz haben kann, ist eine Uberprifung dieses Aspektes notwendig
[REINECKE, 1993]. Dazu wurden Proben mit gleicher Faktor Vlla-Konzentration in Puffer bei
verschiedenen pH-Werten in den Tragerstrom (10 mM Tris/100 mM NaCl (pH 7.4)) injiziert,
um festzustellen, ob sich das Signal signifikant veréndert.
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Abb. 10: Fluoreszenzsignal von Faktor Vlla bei verschiedenen pH-Werten der injizierten Probe

Wie Abbildung 10 zeigt, ist der EinfluR des pH-Wertes auf die Fluoreszenz gering. Die zu
beobachtenden Schwankungen sind eher auf Verdiinnungsfehler bei der Probenaufbereitung
als auf Effekte des pH-Wertes zurlckzufiihren. Allerdings muf3 auch davon ausgegangen
werden, dal3 sich der pH-Wert der Probe beim Erreichen des Detektors aufgrund der starken
Dispersion dem des Probenpuffers angenéhert hat. Elution Uber einen pH-Sprung ist aber
dennoch ohne weitere Auswirkung auf die Proteinfluoreszenz maoglich.

4.2 Assayentwicklung und -optimierung

Es sollen fir alle drei AntikOrpertypen funktionierende Assays entwickelt werden, um diese
dann zur Quantifizierung des Anteils an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla zu nutzen. Dafur
mussen zundchst fur jeden der drei Antikorpertypen effektive Trager- und Elutionspuffer-
Systeme entwickelt und die Analysenzyklen (Injizieren, Spilen, Eluieren, Equilibrieren) opti-
miert werden. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist, daf3 ein zu grof3er Unterschied in der lonen-
starke der beiden Puffer zu einer Deformierung des Elutionspeaks fuhren kann. Dieser Effekt
kann die Auswertung der Signale erschweren oder gar unmdglich machen. Um mogliche
Auswirkungen anderer Bestandteile aus den komplexen Fermentationsproben auf den Assay
ausschlieRen zu kdénnen, wurden die Optimierungsuntersuchungen zunéchst mit Faktor Vlla
Standard-Proben durchgefiihrt, die mit Probenpuffer verdinnt wurden (Standardaufbereitung
S. Anhang).

Die Immobilisierung der Antikorper erfolgte immer auf BrCN-aktivierter Sepharose 4B
(Sigma; Deisenhofen, Deutschland) nach der Vorschrift des Herstellers (siehe Anhang). Die-
ses Tragermaterial wird auch von der Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Danemark) bei
der Immobilisierung von Antikorpern fir die Affinitatschromatographie verwendet.

Da diese Untersuchungen in enger Zusammenarbeit mit der Firma Novo Nordisk A/S (Ko-
penhagen, Danemark) an einem aktuellen Produktionsprozef3 durchgefiihrt wurden, erfolgen
alle Konzentrationsangaben nur in relativen Einheiten (rkU).



Experimenteller Teil 35

4.2.1  Antikorper FVII-4 F9 (FOA2)

Es missen zunachst Elutionsbedingungen gefunden werden, die fiir dieses Anti-
gen/Antikorperpaar zu einer vollstandigen Elution fihren. Da dieser Antikorper, laut Auskunft
von Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Déanemark), nicht Ca**-abhéngig ist, wurde zun&chst
ein Kaliumphosphat-Puffersystem mit pH 7.4 als Tréager- und pH 12.3 als Elutionspuffer ge-
testet, da dieses System bei vorangegangenen Untersuchungen mit verschiedenen Analyten
und Antikdrpern zu guten Ergebnissen gefihrt hat [REINECKE, 1993; HAGEDORN, 1998]. Eine
Elution des Faktor Vlla vom Antikérper nach der Bildung des Immunkomplexes ist mit die-
sem System jedoch nicht mdglich; es kann kein Elutionspeak beobachtet werden. Als wei-
tere Mdglichkeit wurde ein pH-Sprung auf 2.0 mit 200 mM Glycin/ 135 mM NaCl als Puffer-
system angewendet, doch auch hier konnte keine Elution des Antigens erreicht werden.

Die Anwendung eines Glycin/NaCl-Systems mit einem pH-Sprung auf 12.3 fuhrt zu einem
detektierbaren Signal. Da in diesem Fall alkalische Elutionsbedingungen erfolgreich sind,
spielt bei dem vorangegangenen Versuch (Elution mit Phosphat-Puffer) die vollstindige Ab-
wesenheit von Calcium, da vorhandene Spuren mit dem Phosphat zu unléslichem Caz;PO,
reagieren, doch eine Rolle. Laut Produktbeschreibung ist dieser Antikérper allerdings Ca**-
unabhangig. Mit dem Puffersystem 0.1 M Glycin/135 mM NaCl/10 mM CaCl, (pH 7.4) /I
0.1 M Glycin/135 mM NaCl/10 mM CacCl, (pH 12.3) konnte Uber einen groReren Konzentrati-
onsbereich von Faktor Vlla eine Kalibration aufgenommen werden.
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Abb. 11: Kalibrationsfunktion fir den Antikdrper FVII-4 F9 (F9A2) mit einem Glycin/NaCl-Puffersystem bei
alkalischer Elution (pH 12.3); Probe: FVlla in Probenpuffer

Abbildung 11 zeigt eine lineare Kalibrationsfunktion, die mit diesem Antikdrper aufgenommen
wurde. Alle Mel3werte ergeben sich als Mittelwert von Doppelbestimmungen. Der Regressi-
onskoeffizient ist mit 0.99265 fiir einen Immunassay sehr gut.

Diese Messung zeigt, daf’ der Elutionsassay mit diesem Puffersystem funktioniert. Daher
wird eine weitere Messung mit Fermentationsproben durchgefiihrt. Die komplexere Proben-
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zusammensetzung kann zu zahlreichen Stdrungen (zum Beispiel unspezifische Wechsel-
wirkungen) fuhren, die die Funktionsweise des Assays beeintrachtigen. Fir diese Messung
wurde der Faktor Vlla-Standard mit frischem Medium, wie es zu Beginn der Kultivierung ein-
gesetzt wird, verdinnt und vermessen. Auch hier wurden wieder Doppelbestimmungen
durchgefuhrt und der Mittelwert aus beiden Werten gebildet (siehe Abbildung 12).
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Abb. 12: Kalibrationsfunktion fur den Antikérper FVII-4 F9 (FO9A2) mit einem Glycin/NaCl-Puffersystem bei
alkalischer Elution (pH 12.3) mit Faktor Vlla in Medium

Die Kalibrationsfunktion zeigt auch fur die Medium-Proben einen sehr guten linearen Zu-
sammenhang. Allerdings ist die Steigung der Gerade geringfligig niedriger als bei der Mes-
sung mit Faktor Vlla-Proben in Puffer. Diese Verringerung des Signals ist auf die erhdhte
Komplexitat der Probe zuriickzufuhren. Durch die hohe Konzentration anderer Bestandteile
kann die Bindung des Zielproteins an die Antikorper gehindert sein. Trotzdem ist der Regres-
sionskoeffizient fiir diese Messung sogar noch deutlich besser als bei der vorangegangenen
(vgl. Abbildung 11).

Allerdings ist bei den gewahlten Bedingungen die Signalgrof3e allgemein sehr klein: Abbil-
dung 13 zeigt den Verlauf des Fluoreszenzsignals wahrend eines Analysenzyklus bei der
Messung einer Faktor Vlla-Probe in Probenpuffer.
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Abb. 13: Signalverlauf eines Analysenzyklus mit einer Antikdrper FVII-4F9(F9A2)-Kartusche mit einem Glycin/
NaCl-Puffersystem (alkalische Elution bei pH 12.3); Probe: Faktor Vlla in Puffer

Das erhaltene Elutionssignal ist deutlich kleiner als das, welches man bei der Injektion einer
reinen Faktor Vlla-Probe in den Tragerstrom ohne Antikorperkartusche erhalt. Durch die ge-
wahlten Bedingungen findet demnach nur eine unvollstandige Elution statt, und nur ein klei-
ner Teil des gebundenen Antigens wird wieder eluiert. Dies fuhrt zu einer stédndigen Ab-
nahme der Kapazitat der Kartusche, so dal3 sie nach einiger Zeit unbrauchbar wird. Zudem
wirken sich kleine absolute Schwankungen des Signals (z.B. Peristaltik der Pumpe) bei die-
ser geringen Signalgrof3e sehr schnell durch grof3e Abweichungen im berechneten absoluten
MeRwertes aus. Der Assay ist also in dieser Form nicht gut geeignet, um Faktor Vlla in Fer-
mentationsproben Uber eine langere Standzeit zu detektieren.

Laut spaterer Aussage von Novo Nordisk A/S [NICOLAISEN, 1998] bindet dieser Antikorper
Faktor Vlla so fest, dal3 eine Elution nur unter sehr extremen Bedingungen, die die Anti-
korper nachhaltig schadigen (Denaturierung), moglich ist. Von weiteren Untersuchungen mit
diesem Antikorpertyp wurde daher Abstand genommen, da er fir den Einsatz in einem kon-
tinuierlich betriebenen Immunassay nicht geeignet ist.

4.2.2  Antikorper FVII-4 F7 (F7A2)

Dieser Antikorpertyp weist eine im Vergleich zu FVII-4 F9 (F9A2) geringere Affinitat zu Fak-
tor VII auf, so dal3 eine vollstdndige Elution mdglich sein sollte [VALENTIN, 1998]. Unter-
suchungen beziglich der Verwendung dieses Antikdrpertyps in der Affinitditschromato-
graphie haben gezeigt, daf3 eine Elution mit 3 M NH,SCN-LOsung sehr effektiv ist [VALENTIN,
1998]. Basierend auf diesen Erfahrungen wurde zunéchst folgendes Puffersystem verwen-
det:

10 mM Tris/200 mM NaCl (pH 7.4) // 10 mM Tris/100 mM NaCl/3 M NH,SCN (pH 7.4).

Es ergibt sich der in Abbildung 14 dargestellte Signalverlauf.
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Abb. 14: Signalverlauf eines Analysenzyklus mit einer Antikdrper FVII-4 F7 (F7A2)-Kartusche mit einem
Tris/NaCl-Puffersystem (Elution mit 3 M NH4sSCN); Proben: Faktor Vila in Puffer, Blank-Probe (Puffer ohne
Faktor Vlla)

Das erhaltene Elutionssignal ist um mehr als Faktor 10 grof3er als bei dem vorher verwen-
deten Antikbrper FOA4. Faktor Vlla kann in diesem Fall vollstéandig eluiert werden. Allerdings
tritt im abschlieBenden Equilibrierungsschritt ein deutliches Storsignal auf, das auch nach
einer gegenuber dem dargestellten Zyklus deutlich verlangerten Spiilzeit erst langsam wie-
der auf die Basislinie zurtickgeht. Die Messung einer Blank-Probe (Injektion von Tragerpuffer
ohne Faktor Vlla) zeigt, dalR das Storsignal nicht auf eventuelle Antikdrper/Antigen-Wechsel-
wirkungen, sondern ausschlie3lich auf den Wechsel von Elutions- zu Tragerpuffer zurtick-
zufuhren ist. Der Versuch, die hohe Salzkonzentration Uber einen Gradienten abzusenken,
fuhrt zu keiner Verringerung des Storsignals. Es ist daher vermutlich auf die starke Schlie-
renbildung, die bei der Vermischung der beiden Puffer auftritt, zurtickzufiihren.

Zur naheren Untersuchung dieses Effekts wird die Absorption des Systems beim Wechsel
zwischen Elutions- und Tragerpuffer bei 280 nm und 340 nm vermessen. Die Messung er-
folgte mittels eines UV/VIS-Spektralphotometers (Uvikon 922, Kontron) in einer 80 pL-
DurchfluRkivette. Der Pufferstrom wurde mit Hilfe einer Pumpe bei einer FluRrate von circa
1.0 mL/min durch das System gepumpt. Abbildung 15 zeigt den Absorptionsverlauf bei bei-
den Wellenlangen. Der Pufferwechsel erfolgte circa 20 Sekunden nach dem Start der Mes-
sung.
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Abb. 15: Absorptionsverlauf beim Wechsel vom Elutions- zum Tragerpuffer bei 280 und 340 nm

Beim Wechsel zwischen Elutions- und Tragerpuffer tritt bei beiden Wellenl&angen eine Veran-
derung der Transmissionseigenschaften auf, die Giber mehrere Minuten anhélt. Die deutliche
Schlierenbildung bei der Vermischung fiihrt zur Streuung des eingestrahlen Lichts, was zu
einer Zunahme der Absorption fihrt. Durch den apparativen Aufbau der Immun-FIA dauert
dieser Effekt dort noch langer an, da die Kartusche mit den immobilisierten Antikdrpern die
Dispersion noch deutlich erhoht. Das mit dem Fluoreszenzspektrometer gemessene Stor-
signal, welches beim Equilibrierungsschritt des Immunassays auftritt, ist also nicht auf tat-
séchlich emittiertes Fluoreszenzlicht, sondern vermutlich auf elastische Streuvorgénge zu-
rackzufihren [TWARDOWSKI, 1994].

Die Verwendung von 3 M NH,SCN ist zwar unter dem Aspekt der Elution von Faktor Vlla
vom Antikorper gut geeignet, die auftretenden starken Streusignale erfordern jedoch einen
stark verlangerten Equilibrierungsschritt auf bis zu 20 Minuten. Dadurch ist dieses System
als schnelle On-line-Analytik nicht sinnvoll einsetzbar.

Um eine Alternative fir den Zusatz von NH,SCN zu finden, wurden weitere Elutionspuffer mit
anderen chaotropen Zusatzen untersucht. Die Verwendung von 60% Ethylenglykol und 4 M
Guanidinhydrochlorid war allerdings nicht moglich, da diese Substanzen ebenfalls starke
Streueffekte zeigen, die sich auf den Verlauf der Basislinie auswirken. Eine sinnvolle Aus-
wertung der Messung war daher nicht moéglich. Die Verwendung von einem Puffer mit nied-
rigem pH-Wert (2.0) fihrte zu keiner Elution. Der Versuch mit einem hohen pH-Wert (12.0)
zu eluieren, fuhrte zu einem Detektionssignal, da dieses aber unabhangig von der Menge an
injiziertem Faktor Vlla ist, fihren diese Bedingungen vermutlich zu einer Abldsung der im-
mobilisierten Antikdrper. Offenbar ist die Bindung dieses AntikOrpertyps zur Tragermatrix
nicht so stabil wie, zum Beispiel bei dem Antikdrper F9A2. Von weiteren Untersuchungen mit
diesem Antikérper wurde ebenfalls Abstand genommen, da keine sinnvollen verwendbaren
Elutionsbedingungen gefunden werden konnten.
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4.2.3 Antikorper FVlla (F1A2)

Fur die ausschlieRliche Bindung von korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla ist bei der Verwen-
dung dieses Antikdrpers immer die Anwesenheit von Calcium erforderlich (5-20 mM). Auch
bei diesem System wurden die ersten Elutionsversuche mit einem pH-Wert-Sprung auf 12.3
vorgenommen. Dabei fand das Puffersystem 100 mM Glycin/135 mM NaCl/10 mM CacCl, (pH
7.4) /I 100 mM Glycin/135 mM NaCl/10 mM CaCl, (pH 12.3) Anwendung. Die Mel3punkte
ergeben sich wieder als Mittelwert einer Doppelbestimmung.
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Abb. 16: Kalibrationsfunktion fur den Antikérper FVila (F1A2) mit einem Glycin/NaCl-Puffersystem bei alkali-
scher Elution (pH 12.3) mit FVlla in Probenpuffer

Abbildung 16 zeigt, dal’ auch fir dieses System ein linearer Verlauf der Kalibrationsfunktion
gefunden werden kann. Die Signalhthe und damit die Peakflache sind aber wie bei dem An-
tikbrper FVII-4 F9 (FO9A2) sehr klein, so dal? davon ausgegangen werden muf3, dal3 Fak-
tor Vlla nicht vollstandig eluiert wird. Damit verbleibt bei jedem Analysenzyklus eine erheb-
liche Menge an Protein in der Kartusche und vermindert damit deren Kapazitat. Zudem ver-
mindert das kleine Mef3signal die Genauigkeit des Systems, da kleine Schwankungen bereits
zu grol3en Signalanderungen filhren. Dieses Puffersystem ist demnach fur die Durchfiihrung
des Immunassays nicht geeignet.

Die Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Ddnemark) verwendet diesen Antikdrpertyp auch
im Rahmen des Aufreinigungsprozesses von Faktor Vlla in einem Affinitaitschromatographie-
Schritt. Dabei wird die Antikdrper/Antigen-Bindung durch einen Citrat-haltigen Puffer gelost.
Das Citrat komplexiert ("maskiert") dabei das fur die Bildung des Antikdrper/Antigen-Kom-
plexes erforderliche Calcium und I6st dadurch die Bindung. Die kurzzeitige Abwesenheit von
Calcium bei der Elution wirkt sich nicht nachteilig auf die weitere Verwendung des Antikor-
pers aus; die direkte Anwesenheit von Calcium ist nur fur die Bindung von Faktor Vlla erfor-
derlich.
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Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dal3 sowohl der Wasch- als auch der Elutionsschritt
bei einem physiologischen pH-Wert (7.4) vorgenommen werden kdnnen. Da die Antikdrper-
kartusche so keinen extremen Bedingungen ausgesetzt ist, erhdht sich die Standzeit des
Systems.

Fur die folgenden Messungen wurde das Puffersystem 100 mM NaCl/10 mM Tris/20 mM
CaCl, (pH 7.4) I/ 30 mM NasCitrat/75 mM Tris (pH 7.4) verwendet. Abbildung 17 zeigt den
Fluoreszenz-Signalverlauf wéhrend einer Messung.
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Abb. 17: Signalverlauf eines Analysenzyklus mit einer Antikérper FVlla (F1A2)-Kartusche (Elution mit Nas-
Citrat (pH 7.4)); Probe: FVlla in Puffer

Unter diesen Bedingungen ist eine vollstdndige Elution des Proteins von der Antikdrperkartu-
sche moglich. Die Peakflache des Elutionspeaks ist deutlich gré3er als bei vorangegan-
genen Untersuchungen und die Genauigkeit des Assays damit besser. Dieses Puffersystem
ist demnach fur die Anwendung des Assays als schnelles On-line-System gerade bei
Downstream-Prozessen gut geeignet. Die weiteren Untersuchungen werden ausschlief3lich
mit diesem Puffersystem durchgefihrt.

Abbildung 18 zeigt eine mit diesem Puffersystem in Puffer aufgenommene Kalibrations-
funktion fir Faktor Vlla, die Uber einen grof3en Konzentrationsbereich einen linearen Verlauf
aufweist. Damit ist die Quantifizierung von Proben mit stark unterschiedlichen Konzentratio-
nen mdoglich, ohne dalR weitere Verdinnungsschritte vorgenommen werden missen. Ein Ein-
satz dieses Assays als Analytik bei Aufreinigungsprozessen (Chromatographie), wo erheb-
lich groRere Konzentrationen als bei den Bioprozessen auftreten kénnen, ist daher ebenfalls
denkbar. Die Mel3punkte ergeben sich wieder aus dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.
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Abb. 18:
Nas-Citrat (pH 7.4); Probe: FVIla in Puffer

Kalibrationsfunktion fir den Antikérper FVila (F1A2) mit einem Tris-Puffersystem bei Elution Uber

Messungen von Proben, bei denen Faktor Vlla in frisches Medium gegeben wurde, zeigen
ein vergleichbar gutes Resultat auch in der Anwesenheit der anderen Proteine und Medien-

bestandteile.

Da dieses Puffersystem fir die Anwendung des heterogenen Elutionsassays gut funktioniert,
wurde es im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher charakterisiert und optimiert. Abschliel3end
wurden unter den optimierten Bedingungen Messungen von realen Fermentationsproben zur

BioprozelRbeobachtung vorgenommen.
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4.3 Charakterisierung des Mel3systems

Der heterogene Elutionsassay wurde zur schnellen, vollautomatischen Produktquantifizie-
rung in Bioprozessen entwickelt. Ein Einsatz in der Routineanalytik erfordert u.a. eine gleich-
bleibende Préazision der Analysenergebnisse uber einen langeren Zeitraum (zum Beispiel die
Dauer einen Tierzellkultivierung). Die Standzeit der Kartusche sollte demnach bei gleichblei-
bender Genauigkeit mindestens eine Woche betragen. Alterungseffekte, Verschmutzungen
und ahnliche Stérungen kbénnen nach langeren Betriebszeiten zu systematisch ab-
weichenden Mel3werten fuhren. Die Erkennung solcher Effekte und Einflisse, ihre Quanti-
fizierung sowie mogliche Minimierung waren das Ziel der folgenden Untersuchungen.

Desweiteren wurden verschiedene Aspekte der Probeninjektion néher untersucht und opti-
miert, um eine mdglichst hohe Analysenfrequenz bei guter Reproduzierbarkeit zu erzielen.

4.3.1 Stabilitat der Kartusche

Um die Stabilitat der immobilisierten Antikdrper ohne grof3en Einflu der Elutionsbedin-
gungen und der Probenzusammensetzung zu untersuchen, wurde eine Kartusche tUber ei-
nen Zeitraum von zehn Tagen je einmal pro Tag kalibriert und dann wieder bei 4°C in Tra-
gerpuffer (100 mM NaCl/20 mM Tris/20 mM CaCl, (pH 7.4)) gelagert. Die Messungen er-
folgten als Vierpunkt-Kalibrationen. Fur alle Mel3werte wurde eine Doppelbestimmung mit
Faktor Vlla in frischem Medium durchgefuhrt.
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Abb. 19: Steigung der Kalibrationsgeraden tber einen Zeitraum von 10 Tagen
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Normalerweise sollte man hier eine Abnahme in der Steigung der Kalibrationsfunktion er-
warten, da ein Teil der Antikorper bei der Elution geschadigt oder sogar ausgewaschen wer-
den kdnnen. Offenbar ist aber der Antikérpertiberschuld so grol3, daf’ dieser Aspekt im unter-
suchten Zeitintervall noch keine Rolle spielt. Die leichte Zunahme der Steigung ist darauf
zurtickzufiihren, dafd bei der letzten Messung ein neuer Standard verwendet wurde, dessen
Aktivitat noch nicht durch lange Lagerung und mehrmaliges Auftauen abgenommen hat. Die
Antikdrperkartusche zeigt eine gute Stabilitdt Gber den untersuchten Zeitraum. Der Re-
gressionskoeffizient ist mit = 0.99941 fur alle durchgefiihrten Kalibrationsmessungen eben-
falls sehr gut.

Wie die Untersuchung zeigt, ist sowohl die Langzeitstabilitat als auch die Empfindlichkeit der
Immunkartusche auch Uber einen langeren Zeitraum ausgezeichnet. Dies ist zu einem gro-
Ren Anteil auf die milden Elutionsbedingungen zurtickzufuhren.

4.3.2 Reproduzierbarkeit der Me3daten

Da sowohl die Elutionsbedingungen als auch der hohe Proteinanteil der Medienproben die
Antikdrper beeintrachtigen kdnnen, muf3 das Mel3system mit der Antikbrperkartusche bei
langeren Messungen regelmafiig rekalibriert werden, um eine gleichbleibende Genauigkeit
garantieren zu konnen. Dadurch kénnen auch Effekte aufgrund von Temperaturschwan-
kungen und Veranderungen des Volumenstroms durch Alterung der Schlauche ausgeglichen
werden.

Fir diese Langzeittests wurden Faktor Vlla-Proben mit gleichbleibender Konzentration tber
einen Zeitraum von Uber 24 Stunden injiziert und analysiert. Die Integration erfolgte auto-
matisch Uber die Software in festgelegten Integrationsgrenzen, ein manueller Eingriff wurde
wahrend der Messungen nicht vorgenommen. Die Untersuchung wurde mit Proben in Puffer
und mit Medium-Proben durchgefihrt.

4.3.2.1 Langzeitmessung mit Faktor Vlla in Puffer

Fir diese MefRreihe wurden 200 Proben mit einer gleichbleibenden Konzentration an Fak-
tor Vlla injiziert. Die einzelnen MefRzyklen wurden nach folgender Methode durchlaufen:

Injektion der Probe 20 s
Spilen 110 s
Elution 200 s
Equilibrierung 80s
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Die Gesamtzeit eines Zyklus betrug einschlie3lich aller Schaltvorgange 438 Sekunden. Die
Integration erfolgte fir alle Zyklen im Zeitintervall von der 220. bis 360. Sekunde. Wahrend
der Messung wurde die Probe mit Eis gekihlt, um die Denaturierung oder einen enzymati-
schen Abbau des Zielanalyten zu minimieren.

Im Idealfall, das heil3t keine Beeinflussung der Messung Uber den gesamten Versuchszeit-
raum, sollte man eine parallel zur Abszisse verlaufende Gerade erhalten. Abbildung 20 zeigt
den experimentell ermittelten Kurvenverlauf.
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Abb. 20: Verlauf des Integrals von Elutions- und Waschpeak wéhrend der Langzeitmessung in Puffer

Das Signal zeigt nur einen schwachen negativen Drift und eine leichte Streuung der Werte
Uber den gesamten MefR3zeitraum. Dies gilt sowohl fir den Elutions- als auch den Wasch-
peak. Die Standardabweichung des Assays fir die Quantifizierung von Faktor Vlla liegt bei
0,12 rkU, das entspricht einem relativen Fehler von 2.08 Prozent, fur den gesamten Unter-
suchungszeitraum. Dieser Wert ist flr eine solche Anwendung ausgesprochen gering und
spricht fir die hohe Prazision und Genauigkeit des Systems im Rahmen der gewahlten Be-
dingungen. Der normale ELISA-Test zur Quantifizierung von Faktor VII hat einen relativen
Fehler von 5-10 Prozent und liegt somit deutlich Gber dem hier erzielten Ergebnis. Die leichte
Streuung der MelRwerte kann unterschiedliche Ursachen haben. Eine wichtige Rolle dabei
spielt der nicht pulsationsfreie Volumenstrom, Inhomogenitaten in der Kartusche, sowie
eventuell Intensitatsschwankungen der Detektorlampe.

Anhand der MeRRdaten wird deutlich, dal® fir den Assay mit Faktor Vlla in Puffer unter den
gewahlten Bedingungen eine gleichbleibende Genauigkeit tber einen langeren Zeitraum ge-
wahrleistet ist.
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4.3.2.2 Langzeitmessung mit Faktor Vila in Medium

Fir diese Mel3reihe wurden 183 Proben mit einer konstanten Faktor Vlla-Konzentration inji-
ziert. Die einzelnen Mel3zyklen wurden nach folgender Methode durchlaufen, wobei der
Waschschritt wegen des hoheren Anteils an Nebenbestandteilen im Vergleich zu der vorher-
gehenden Messung verlangert werden muf3te:

Injektion der Probe 20 s
Spilen 220 s
Elution 200 s
Equilibrierung 80s

Die Gesamtzeit eines Zyklus betrug 548 Sekunden. Die Integration erfolgte fur alle Zyklen im
Zeitintervall von der 300. bis 450. Sekunde. Die Integration der Waschpeaks war in diesem
Fall nicht mdglich, da sie den MelR3bereich Uberschritten haben.

10
9

8

a

G_MMVMW

54

44

Peakflache [rU]

’ —— Elutionspeak ‘

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Injektion Nr.
Abb. 21:  Verlauf des Integrals vom Elutionspeak wahrend der Langzeitmessung in Medium

Bei der in Abbildung 21 dargestellten Messung von Medium-Proben ist der negative Drift von
Anfang an wesentlich starker als bei der Messung mit Faktor Vlla in Puffer und ab der 110.
Injektion nimmt die Unprazision, d.h. die Streuung, ebenfalls stark zu. Die starke Schwan-
kung etwa bei Messung 130 ist vermutlich auf eine Luftblase im System zurlickzufiihren, die
durch Kanalbildung in der Kartusche auch die folgenden Messungen nachhaltig stort. Die
Standardabweichung Uber alle Messungen betragt 0,337 rkU, das entspricht einem relativen
Fehler von 5.5 Prozent. Betrachtet man allerdings nur die Werte bis zur 110. Messung, liegt
die Standardabweichung mit 0,245 rkU (relativer Fehler 3.8 Prozent) deutlich niedriger. Fur
den Drift sind die Denaturierung und das Ausspilen der immobilisierten AntikGrper verant-
wortlich. Offenbar ist der EinfluR der anderen Medienbestandteile auf die Antikdrper doch
relativ grof3. Die moglichen Ursachen fir die Streuung sind die gleichen, wie unter 4.3.2.1
aufgefuhrt.



Experimenteller Teil 47

Trotz der starkeren Abweichung bei dieser Mel3reihe ist das Ergebnis flir den Immunassay
immer noch beziglich der Standardabweichung im gleichen GrélRenordnungsbereich wie der
des ELISA-Tests und kann somit die gleiche Genauigkeit gewahrleisten.

4.3.3 Statistische Auswertung der Langzeitmessungen
4.3.3.1 Differenztest

Ein mdgliches Verfahren zur Erkennung von Ungenauigkeiten stellt die statistische Qualitats-
kontrolle dar, bei der zur Bewertung der Ergebnisse entsprechende statistische Methoden
herangezogen werden. Mit ihrer Hilfe kdbnnen sowohl zuféllige als auch systematische Ab-
weichungen ermittelt werden.

Ein haufig verwendetes Verfahren zur Ermittlung systematischer Fehler ist der Differenztest.
Dabei wird die Differenz di = X1y - Xi jedes Mel3wertes (x;) mit seinem Nachfolger (X+1)) ge-
bildet und diese Differenz unter Bericksichtigung des Vorzeichens gegen die laufende
Peaknummer aufgetragen [CHEESEMANN, 1978]. Die Zentral- beziehungsweise Mittellinie
entspricht dabei dem Erwartungswert der Differenz, d.h. dem Wert Null. Eine einseitige
Streuung der Werte um die Nullinie ist dann ein deutlicher Hinweis fur einen systematischen
Fehler. Die Differenzuntersuchung der fir die Messung in Puffer ermittelten Werte zeigt
Abbildung 22.
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Abb. 22: Differenzauswertung der Langzeitmessung in Puffer

Der Differenztest verdeutlicht, daf? die Mel3werte eine starke ungleichmaRige Streuung um
die Nullinie zeigen, die bei der einfachen Betrachtung der Mel3werte nicht sichtbar ist. Ta-
belle 1 zeigt die Auswertung der Differenzenanalyse. N steht dabei fir die Anzahl der Mes-
sungen mit der entsprechenden positiven oder negativen Abweichung und Z N fur die
Summe der absoluten Abweichungen.
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Tab. 1: Auswertung der MeRRwerte (Puffer) nach positiven und negativen Differenzen
N<O N>0 SN<O SN>0
107 92 -9.0932 8.5474

Es fallt auf, daf3 eine grof3ere Anzahl an Mel3werten eine Abweichung nach unten zeigt als
nach oben. Dieses Verhalten weist auf eine systematische Abweichung hin. Auch die
Summe der absoluten negativen Abweichungen ist grofRer als die der positiven. Beide Er-
gebnisse machen den negativen Drift des Gesamtverlaufs der MeRwerte deutlich, der auch
schon anhand der eigentlichen MeRBwerte erkennbar ist. Uber die tatsachliche Ursache der
Stoérung lassen die errechneten Differenzen jedoch keine Aussage zu.

Die Differenzanalyse fur die Messung von Faktor Vlla in Medium fuhrt zu einem &hnlichen
Ergebnis. Hier ist es jedoch sinnvoll, den Signalverlauf bei der weiteren Betrachtung in zwei
verschiedene Intervalle einzuteilen: Das Intervall mit dem nur leicht negativen Drift bis zur
110. Messung und in ein Zweites, in dem die starke Streuung auftritt.
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Abb. 23: Differenzauswertung der Langzeitmessung in Medium

Die Differenzauswertung in Abbildung 23 zeigt auch hier eine unregelmafiige Streuung um
die Mittellinie. Bis zur 110. Messung ist diese nicht sehr stark, sondern vergleichbar mit der
in Abbildung 22. Die Streuung nimmt aber ab dem Mefpunkt 110 deutlich zu, was, wie be-
reits erwahnt, vermutlich auf die Injektion einer Luftblase in die Kartusche zurlickzufiihren ist.
Allerdings ist in diesem ersten Intervall die Differenz der Summen aller negativer und
positiver Abweichungen (Z N<O+Z N>0) deutlich kleiner als 0, was den im Vergleich zu der
vorherigen Messung starkeren negativen Drift in diesem Bereich verdeutlicht (vergleiche
Tabelle 2).
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Tab. 2: Auswertung der MeRRwerte (Medium) nach positiven und negativen Differenzen
Peak-Nr. N<O N>0 ZN<O 2N>0
1-182 93 88 -14.3764 9.8108
1-110 58 51 -7.9259 2.9684
110-182 35 37 -6.4505 6.2124

Im zweiten Intervall ist die Gesamtabweichung (die Summe der Betrdge der Einzelab-
weichungen: IZ N<OI+IZ N>0l) durch die starkeren Schwankungen der Mel3werte zwar gro-
Rer, aber Gber den gesamten Bereich ist die Summe der positiven und negativen Abwei-
chungen (= N<0+Z N>0) etwa gleich grol3. Dieses Ergebnis lal3t auf ein geringeres Driftver-
halten schlieRen, was durch die bloRe Betrachtung der MelRwerte nicht deutlich wird.

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dafd sich das Verfahren zur Feststellung systematischer
Fehler (hier: Driftverhalten) innerhalb von Mehrfachbestimmungen nutzen lait. Damit ist eine
leichtere Suche nach Fehlerquellen mdglich, da sich bestimmte Effekte gut auf konkrete Ei-
genschaften des Analysensystems zurtickfiihren lassen.

Ein Vergleich der beiden Messungen mit verschiedenen Probenarten ist ebenfalls moglich.
So zeigen die Ergebnisse, dal3 bei der Messung mit Mediumproben im ersten der beiden
Intervalle der auftretende Drift deutlich groRRer ist als bei der Messung in Puffer. Der Assay ist
aber auch fir die Messung von Fermentationsproben gut geeignet, wenn durch ent-
sprechende Kalibrationsroutinen eine Kompensation des negativen Drifts vorgenommen
wird.

4.3.3.2 Kalibrierhaufigkeit

Der Einsatz des heterogenen Elutionsassays in der Produktanalytik von Fermentationspro-
zessen erfordert eine gleichbleibende Genauigkeit der Analysenergebnisse tber einen lan-
geren Zeitraum. Wie im vorherigen Kapitel bereits erwahnt, kann ein Drift oder andere sto-
rende Effekte (wie z.B. Luftblasen) die Genauigkeit nachhaltig beeinflussen. Zur Abschét-
zung, wie oft das System bei der Messung von Fermentationsproben erneut kalibriert werden
muf3, werden die experimentellen Ergebnisse des Langzeittests mit den Mediumproben ver-
schiedenen Kalibrationsroutinen unterzogen. Die Ergebnisse der Untersuchung mit Puffer-
proben werden nicht weiter untersucht, da das Verhalten des Assays wahrend der Messun-
gen zum einen deutlich besser ist und zum anderen das System vornehmlich nicht fir Mes-
sungen von Proben in Puffer, sondern fur Mediumproben eingesetzt werden soll.

Fir diese Untersuchung wurden in acht verschiedenen Routinen jeweils der 5. (bzw. 10., 15.,
20., 25, 30., 40., 50.) MeRwert der Datenreihe quasi als "Kalibrierung" gleich dem Wert 100
gesetzt. Die diesem Wert folgenden 4 (bzw. 9, 14, 19, 24, 29, 39, 49) Werte wurden dann
entsprechend transformiert, um die Abweichungen von dem "Kalibrationswert" ermitteln zu
konnen.
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Die folgenden Auftragungen (Abbildung 24-26) zeigen beispielhaft den unterschiedlichen
Verlauf des Melsignals fur die Anwendung der Kalibrationsroutinen nach jeweils 5, 20 und
50 Messungen. Erganzend sind die Abweichungsgrenzen von 10 Prozent, die fur den
ELISA-Test gelten, als gestrichelte Linien mit eingezeichnet. Somit kdnnen einzelne Mel3-
werte, die diesen Schwellenwert Gberschreiten, leichter erkannt werden.
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Abb. 24:  Verlauf des transformierten Signals bei einer Kalibration alle 5 MeRwerte
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Abb. 25:  Verlauf des transformierten Signals bei einer Kalibration alle 20 MeRwerte
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Abb. 26:  Verlauf des transformierten Signals bei einer Kalibration alle 50 Mel3werte

Mit zunehmender Kalibrierhaufigkeit nimmt die Streuung des Signal wie erwartet ab. Vor
allem bei der Kalibrierung nach jeweils 50 Messungen ist der negative Drift des urspring-
lichen MeR3signals deutlich zu erkennen. Das stark abweichende Signal bei der circa 130.
Messung beeinflu3t das Ergebnis in diesem Bereich signifikant. Wenn bei der statistischen
Untersuchung genau dieser Mel3wert zur Kalibration herangezogen wird, ist die Abweichung
der folgenden Werte sehr viel grof3er als normalerweise. So sind die einzigen Ausreifl3er aus
den mit 10 Prozent Abweichung vom Mittelwert bezeichneten Bereichen um dieses Signal
herum zu beobachten. Abgesehen von diesem Effekt, ist die Stabilitat und damit die Genau-
igkeit des Assays, auch wenn nur nach jedem 50. MeRRwert kalibriert wird, immer noch im
Bereich des relativen Fehlers des ELISA-Tests.

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht tiber die bei dieser Untersuchung ermittelten statistischen Da-
ten fur alle Kalibrationsroutinen [HARTUNG, 1995]. Die hier nicht in Form einer Abbildung dar-
gestellten Verlaufe liegen tendenziell immer genau zwischen den hier abgebildeten transfor-
mierten Signalen. So nimmt die Schwankung in dem Bereich um den 130. Mel3wert mit zu-
nehmender Kalibrationshaufigkeit ab. Bei der statistischen Auswertung variiert die Anzahl
der bertcksichtigten Werte, da die Mel3punkte, die auf den Wert 100 gesetzt wurden, nicht in
die statistische Auswertung mit einbezogen sind.
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Tab. 3: Statistische Auswertung zu den unterschiedlichen Kalibrationsroutinen

Kalibrationshaufigkeit Werte Mittelwert Standard- Relativer
[[eder i-te Wert] gesamt abweichung Fehler [%]

5 145 99,64 2,80 2.81

10 163 99,71 2,88 2.89

15 169 97,95 3,06 3.12

20 172 98,54 3,07 3.11

25 174 98,75 3,49 3.53

30 175 97,38 3,48 3.57

40 177 97,45 3,79 3.89

50 178 98,19 5,59 5.69

Der relative Fehler gibt hier die durchschnittliche prozentuale Abweichung der MelRwerte
vom Mittelwert an. Diese Abweichung nimmt erwartungsgemaf mit abnehmender Kalibra-
tionshaufigkeit zu. Zieht man den ELISA-Test mit einem relativen Fehler von 10 Prozent
heran, ist der heterogene Immunassay diesem deutlich tUberlegen. Selbst wenn nur alle 50
Messungen kalibriert wird, liegt der relative Fehler bei unter 6 Prozent. Bei der direkten
Betrachtung der einzelnen MeRwerte liegen bei dieser Routine nur 3.9 Prozent aller Mel3-
werte aul3erhalb des 10 Prozent-Toleranzbereichs des ELISA. Diese Ausreil3er resultieren
zudem ausschlief3lich aus der eingeschleppten Luftblase, die zu dem starken Streusignal
fuhrt. Durch den Einbau einer geeigneten Blasenfalle und der Sattigung der Puffer mit Argon
laRt sich dieses Risiko reduzieren und ein deutlich besseres Ergebnis erzielen.

Zusammenfassend laft sich sagen, dafd der, vermutlich durch Kapazitatsabnahme bedingte,
negative Drift der Analysenwerte durch wiederholtes Kalibrieren des Systems kompensiert
werden kann. Damit bleibt die Richtigkeit des Analysenergebnisses Uber einen langen Zeit-
raum gewahrleistet. Anhand der statistischen Untersuchungen ist eine erneute Kalibration
alle 25-30 MeRRwerte empfehlenswert. Die Genauigkeit des Systems ist der des ELISA-Tests
auch bei seltener durchgefihrter Kalibrierung deutlich tiberlegen. Somit stellt der heterogene
Elutionsassay einen gute Kombination aus hoher Genauigkeit und geringem Zeitaufwand
durch hohe Automatisierbarkeit dar.



Experimenteller Teil 53

4.3.4 Optimierung des Injektionsverfahrens

Die Injektion der Probe in den Tragerstrom ist ein wichtiger Aspekt bei der Optimierung eines
FIA-Assays. So spielt beim heterogenen Elutionsassay das Volumen der Probenschleife eine
grolRe Rolle beziglich der Genauigkeit des Systems. Je groRRer das Volumen der injizierten
Probe ist, desto grof3er ist auch die Menge an Analyt und somit das erhaltene Signal. Mit
einer Zunahme der auswertbaren Peakflache sinkt die Fehleranfalligkeit, da kleine Schwan-
kungen, z.B. durch ungleichméafRige Pumpleistung oder Luftblasen, sich im Verhaltnis zur
Gesamtpeakgrol3e nicht mehr so stark auswirken.

Allerdings steigt mit einer grolReren Probenmenge auch die fur das Spulen und Eluieren er-
forderliche Zeit. Da dieses Mel3system zur schnellen On-line-Detektion eingesetzt werden
soll, ist es erforderlich, zu prifen, inwieweit sich eine VergrofRerung der Probenschleife auf
die zeitlichen Anforderungen an die Zyklusschritte auswirkt.

Dazu wurde eine Probe mit konstantem Faktor Vlla-Gehalt in Probenpuffer tber drei Proben-
schleifen mit verschiedenen Volumina (50, 75 und 100 pL) in den Tragerstrom injiziert und
vermessen. Die Spiulzeit vor der Injektion betrug jedes Mal 2,5 Probenschleifen-Volumina
[DOLAN, 1989].
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Abb. 27:  Signalverlauf der Mef3zyklen bei der Injektion verschiedener Probenvolumina (50, 75 und 100 pL)

Abbildung 27 zeigt, dal3 sich die Vergrol3erung der Probenschleife auf die Erfordernisse an
Wasch- und Elutionszeit nur minimal auswirkt. Die Grundlinien werden im Vergleich zur Ge-
samtzykluszeit nur unwesentlich spéter erreicht. Werden allerdings Mediumproben vermes-
sen, kann die Auswirkung auf die Waschzeit nicht vernachlassigt werden, da eine deutlich
groRere Menge an Fremdproteinen ausgewaschen werden muf3. Das Integral des Elutions-
peaks steigt jedoch mit jede VolumenvergréRerung um den Faktor 1.4, so dal3 eine deutliche
Verbesserung der Genauigkeit erzielt werden kann.



Experimenteller Teil 54

Allerdings nehmen mit der Zunahme des Volumens der Probenschleife auch die erforder-
lichen Zeiten zum Beflllen und Injizieren zu. Da aber mit der verwendeten Software CAFCA
das Spiilen und Beflllen der Probenschleife bereits synchron wahrend des Equilibrierungs-
schrittes ausgefiihrt werden kann, spielt diese Zeiterfordernis nur eine untergeordnete Rolle.

Abbildung 28 zeigt die Kalibrationsfunktionen, die sich bei der Verwendung der unterschied-
lichen Probenschleifen (50, 75 und 100 pL) bei der Kalibrierung mit Faktor Vlla-Proben in
Puffer ergeben haben. Die MeRRwerte ergeben sich als Mittelwerte einer Doppelbestimmung.
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Abb. 28: Kalibrationsgeraden bei der Verwendung verschiedener Probenschleifen (50, 75 und 100 pL)

Tab. 4: Ubersicht Uiber die verschiedenen Kalibrationsfunktionen
Probenvolumen Kalibrationsfunktion
50 pL Y =0,14 + 0,0395 * X R =0.99883
75 uL Y =0,14 + 0,0555 * X R=0.99794
100 pL Y=-1,15+0,08* X R=0.99913

Fur alle drei in Tabelle 4 dargestellten Kalibrationsfunktionen ist der Regressionswert mit
groRer als 0.997 sehr gut, was fur die gute Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des Assays
spricht. Die Steigung der Kalibrationsgeraden nimmt mit zunehmendem Probenvolumen
etwa um den Faktor 1.4 zu. Dieses Ergebnis untermauert noch einmal die Aussage, dal3
eine VergroRerung des injizierten Probenvolumens zu einer deutlichen Signalvergrof3erung
und damit zu einer Verbesserung der Genauigkeit des Assays fuhrt.
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Zur besseren Erlauterung dieser Annahme wird hier das folgende Beispiel berechnet: Eine
kleine Luftblase, die beispielsweise das Signal um 1 rU vergroRRert, fihrt je nach Volumen
der Probenschleife zu sehr unterschiedlichen absoluten Abweichungen in der Faktor Vlla-
Konzentration (siehe Tabelle 5).

Tab. 5: Ubersicht der absoluten Abweichungen bei der Bestimmung der Faktor Vlla-Konzentration bei einer
angenommenen Schwankung des Mef3signals von 1 rU

Probenvolumen Abweichung der FVlla-Konz.
50 pL 25.4 rkU
75 uL 18.0 rkU
100 pL 12.6 rkU

Diese absolute Abweichung spielt natirlich bei einer geringen Konzentration des Zielproteins
in der Probe und damit kleinem Signal eine sehr viel grol3ere Rolle, als bei groRen Konzen-
trationen. Mit einer Verdoppelung des Volumens der Probenschleife halbiert sich jedoch die
absolute Abweichung der zugeordneten Faktor Vila-Konzentration, so dal3 in Bezug auf
diesen Aspekt, wenn moglich, immer eine grol3ere Probenschleife verwendet werden sollte.

Zusammenfassend laRt sich sagen, dal3 die verwendete Probenschleife anhand von zwei
Aspekten ausgewahlt werden sollte: Zum einen sollte ein mdglichst grof3es Analytsignal an-
gestrebt werden, um eine hohe Genauigkeit zu erzielen. Zum anderen darf aber auch die
erforderliche Spulzeit, um die nicht gebundenen Proteine im Waschschritt auszuwaschen,
nicht unverhaltnisméaRig ansteigen, da das System sonst nicht mehr die geforderten Attribute
eines schnellen On-line-Systems erfillt. Die Entscheidungsmoglichkeiten werden allerdings
meist schon dadurch eingeschrankt, daf® nur eine begrenzte Menge an Probenmaterial zur
Verfligung steht. Alle Messungen werden mindestens als Doppelbestimmungen durchgefihrt
und es muf3 auch ein 2-3faches Volumen der Probenschleife zum Spilen zur Verfugung ste-
hen. Damit ergibt sich fir eine Doppelbestimmung mit einer 100 pL-Probenschleife die Erfor-
dernis von mindestens 1 mL Probe pro Quantifizierung.

Diese Menge kann bei einem Batch mit geringem Volumen und einer langen Kultivierungs-
dauer bei regelmaRiger Probennahme schon zu einer deutlichen Abnahme des Fermenta-
tiongesamtvolumens und damit zu einer geringeren Produktausbeute flhren.

Fur die Messungen der Fermentationsproben wird im weiteren Verlauf der Arbeit ausschliel3-
lich eine 75 pL-Probenschleife verwendet, da diese im zu messenden Konzentrationsbereich
die oben genannten Anforderungen erfullt.
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4.4 Messung von Fermentationsproben

Alle Fermentationsproben wurden von der Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Déne-
mark) zur Verfigung gestellt und stammen aus Prozessen der Entwicklungsabteilung. Alle
Konzentrationsangaben erfolgen daher in relativen Einheiten [rkU]. Allerdings wird zur bes-
seren Vergleichbarkeit und Diskussion der MeRRergebnisse immer der selbe Umrechnungs-
faktor verwendet. Die zur Verfligung gestellten Proben stammen aus Fed-Batch-Kultivie-
rungen mit unterschiedlicher Medienzusammensetzung. Wegen der unterschiedlichen Kon-
zentration anderer Bestandteile in den Proben, muf3te die Lange des Waschschrittes immer
entsprechend angepaldt werden, um einen optimalen Kompromif3 zwischen vollstandigem
Aussptilen der Nebenbestandteile und kurzen Analysenzyklen zu finden.

Die erste Messung mit dem neu entwickelten System erfolgte mit einigen Proben einer Fed-
Batch-Kultivierung. Die Proben wurden an verschiedenen Tagen entnommen und anschlie-
Rend bei —20°C gelagert. Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung unter den in Kapitel
4.2 und 4.3 optimierten Bedingungen. Vor der Messung wurde das System mit Faktor Vlla-
Standard in Medium kalibriert.
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Abb. 29: rFaktorVlla-Konzentration in Fermentationsproben gemessen mit der Immun-FIA und dem ELISA

Die mit der Immun-FIA ermittelten Werte sind deutlich niedriger als die, die mit dem ELISA,
der ublicherweise als Standardanalytik verwendet wird, erhalten wurden. Dieses Ergebnis ist
jedoch verstéandlich, da der in dem ELISA-Test verwendete Antikorpertyp sowohl die korrekt
y-carboxylierte als auch alle anderen aktivierten und nicht aktivierten Formen von Faktor VII
bindet und diese somit auch detektiert werden. Der in dem heterogenen Immunassay ver-
wendete Antikorpertyp bindet dagegen nur die korrekt y-carboxylierte Form von Faktor Viia,
die nur einen Teil der exprimierten Gesamtmenge des Proteins ausmacht.

Die Berechnung des Verhdltnisses zwischen den beiden Konzentrationen fihrt zu dem in
Tabelle 6 dargestellten Ergebnis:
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Tab. 6: Ubersicht uber die mit der Immun-FIA und dem ELISA ermittelten Konzentrationswerte
Proben- Mittelwert der Doppel- ELISA Anteil an korrekt y-
Nr. bestimmung [rkU] [rkU] carbox. FVlla [%]
P 10 51,2 84 61.0
P12 67,2 96 70.1
P 13 89,0 120 74.1
P 15 102,4 138 74.2

Demnach betragt der Anteil an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla in den Proben circa
70 Prozent. Dies entspricht auch dem Erfahrungswert, der sich aus dem Aufreinigungs-
prozel} ergibt. Dabei findet als erster Aufreinigungsschritt ein Affinitats-chromatographischer
Schritt mit dem gleichen Antikorpertyp (F1A2) statt. Die Ausbeute bei diesem Schritt betragt
etwa 60 Prozent korrekt y-carboxylierten Faktor Vlla, bezogen auf die per ELISA vorab be-
stimmte Gesamtmenge des Proteins [CHRISTENSEN, 1998]. Da bei solchen chromatogra-
phischen Schritten, auch bei der Verwendung einer Affinitatssdule, nie hundertprozentige
Ausbeuten erzielt werden kdnnen, entspricht der hier gemessene Anteil von circa 70 Prozent
wahrscheinlich dem tatsachlichen Wert. Eine Bestimmung des Anteils an korrekt y-carboxy-
liertem Faktor Vlla ist routinemaf3ig nicht moglich, da der entsprechende, in der Immun-FIA
verwendete Antikdrpertyp sich nicht fur einen ELISA-Test eignet und daher keine direkten
Vergleichswerte zur Verfigung stehen.

Im zweiten Fall wurden Proben aus der Anfangsphase einer weiteren Fed-Batch-Kulti-
vierung, die eine deutlich geringere Faktor Vlla-Konzentration enthalten, vermessen. Die
Medienzusammensetzung entspricht der der vorangegangenen Messung. Die Proben wur-
den wiederum an verschiedenen Tagen entnommen und anschlielRend bei —20°C gelagert.
Die Messung erfolgte als Mehrfachbestimmung der Einzelproben.

An dem Ergebnis (Abbildung 30) fallt auf, daf} bei dieser Untersuchung der mit der Immun-
FIA bestimmte Konzentrationswert fir Faktor Vlla leicht iber dem mit dem ELISA gemesse-
nen Wert, beziehungsweise im gleichen Gro3enordnungsbereich liegt. Dies kann mehrere
Ursachen haben: Zum einen ist die Konzentration des Zielanalyten hier deutlich geringer als
bei der vorherigen Untersuchung und liegt im unteren Konzentrationsbereich fiir den das
System kalibriert ist. Dadurch wirken sich, wie in Kapitel 4.3.5 bereits ausfihrlich geschildert,
kleine Schwankungen des Signals bereits in groRen Anderungen des absoluten Konzentra-
tionswertes aus. Zum anderen ist der als Referenz verwendete ELISA-Test ebenfalls in die-
sem Konzentrationsbereich, da die Proben mehrfach verdiinnt werden missen, nicht mehr
S0 genau wie bei hoheren Konzentrationen.
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Abb. 30: rFaktorVlla-Konzentration in Fermentationsproben gemessen mit der Immun-FIA und dem ELISA

Ein weiterer Ansatz zur Erklarung dieses Ergebnisses ist, dal? die Zellen am Anfang der Kul-
tivierung, wenn erfahrungsgemafld noch keine sehr hohen Produktionsraten vorliegen,
eventuell sogar Uberwiegend das korrekt y-carboxylierte Produkt bilden. Bei hoheren Pro-
duktionsraten, wenn die Zellen unter groRerem "Produktionsdruck/-stre3" stehen, nimmt
dann eventuell die Zahl der fehlerhaften posttranslatorischen Modifikationen zu, so dal3 der
Anteil an korrekt exprimiertem Produkt abnimmt. Zur Untermauerung dieser These sind kon-
krete Kenntnisse Uber den Metabolismus und das Expressionsverhalten der Zellinie erforder-
lich, die jedoch leider nicht verfiigbar sind.

In einer weiteren Messung wurden wiederum Proben aus einer Fed-Batch-Kultivierung unter-
sucht. Allerdings wurde hier ein verandertes Medium, das zusatzlich noch mit Aminosduren
und Vitaminen angereichert wurde, verwendet. Die Faktor Vlla-Konzentration in den Proben
war wieder in einem héheren Konzentrationsbereich. Die Quantifizierung sollte daher einen
Wert unterhalb des ELISA-Ergebnisses ergeben. Die Proben wurden wiederum an ver-
schiedenen Tagen enthommen und anschlieRend bei —20°C gelagert. Die Messung erfolgte,
da nur ein geringes Probenvolumen zur Verfigung stand, als Einzelbestimmung der Proben.
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Abb. 31: rFaktorVlla-Konzentration in Fermentationsproben gemessen mit der Immun-FIA und dem ELISA

Die Ergebnisse dieser Messung entsprechen tendenziell wieder der ersten Untersuchung.
Die MeRRwerte fur die Faktor Vlla-Konzentration liegen bei der Quantifizierung tber die Im-
mun-FIA wieder deutlich unterhalb der mit dem ELISA gemessenen Werten. Der berechnete
Anteil an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tab. 7: Ubersicht uber die mit der Immun-FIA und dem ELISA ermittelten Konzentrationswerte
Proben-Nr. Wert der Einzel- ELISA Anteil an korrekt y-

bestimmung [rkU] [rkU] carbox. FVlla [%]

P11 118,62 150 79.1

P12 123,35 160 77.1

P13 133,42 154 86.6

P16 142,71 166 86.0

P17 134,73 162 83.2

P18 128,57 158 814

Der Anteil an y-carboxyliertem Faktor Vila in den Proben betragt im Mittel circa 80 Prozent.
Dieser Wert ist etwas hoher als in den Proben des ersten Fermentationsprozesses. Dieses
Ergebnis ist allerdings aufgrund der verénderten Mediumzusammensetzung plausibel, da
dieses die Produktion beeinflussen kann. Die ELISA-Werte liegen im Vergleich zur ersten
Messung selbst beim direkten Vergleich der selben Kultivierungstage deutlich héher, so daf3
in jedem Fall von einem anderen Produktionsverhalten ausgegangen werden kann.
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Bei den beiden folgenden Messungen wurden die Zellen in zwei von den bisherigen Untersu-
chungen verschiedenen Medientypen kultiviert, so daf3 auch hier ein vollig anderes Produkti-
onsverhalten vorliegen kann. Beide Medien enthalten einen grof3en Zusatz an Aminosauren
und Vitaminen allerdings in unterschiedlichen Mengenverhéltnissen. Bei beiden Fermentati-
onslaufen wurden die Proben Uber einen langeren Zeitraum und auch Uber einen weiten
Konzentrationsbereich entnommen, so dal3 hier auch die These beziiglich der Qualitat des
produzierten Faktor Vlla weiter untersucht werden kann.

Fur die erste Messung wurden Uber einen Zeitraum von 12 Tagen Proben aus der Kultivie-
rung entnommen und anschlieRend bei —20°C gelagert. Die Messung erfolgte als Doppel-
bestimmung der Einzelproben. Vor der Messung wurde eine Kalibration mit rFaktor Vlla in
frischem Medium durchgefuhrt. Dabei ist anzumerken, daf} das bei der Kalibration verwen-
dete Medium nicht mit dem der Fermentationsproben tbereinstimmt. Allerdings sind die dar-
aus zu erwartenden Effekte auf das Mel3ergebnis gering. Abbildung 32 zeigt das Ergebnis
fur die Messung mit dem ELISA und der Immun-FIA.
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Abb. 32: rFaktorVlla-Konzentration in Fermentationsproben gemessen mit der Immun-FIA und dem ELISA

Bei dieser Fermentation kann wiederum eine sehr gute Korrelation der mit der Immun-FIA
gemessenen Faktor Vila-Konzentration mit den von Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Dane-
mark) ermittelten ELISA-Werten festgestellt werden. Der Anteil an korrekt y-carboxyliertem
Faktor Vlla belauft sich im Mittel auf 75 Prozent. Ein Ubersicht iber die MeRwerte gibt Ta-
belle 8.
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Tab. 8: Ubersicht uber die mit der Immun-FIA und dem ELISA ermittelten Konzentrationswerte
Proben- Mittelwert der Doppel- ELISA Anteil an korrekt y-
Nr. bestimmung [rkU] [rkU] carbox. FVlla [%]
P6 29,74 42 70.8
P7 44,93 58 77.5
P8 57,59 72 79.9
P9 45,13 60 75.2
P10 64,66 84 76.9
P11 92,60 104 89.0
P12 31,15 42 74.2
P13 44,76 62 72.2
P14 62,02 90 68.9
P15 80,18 110 72.9
P16 38,44 56 68.6
P17 66,69 90 74.1
P18 89,85 120 74.9

Die in Abbildung 32 aufgetragenen Mel3werte zeigen auf den ersten Blick keine signifikante

Tendenz beziglich des Anteils an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vila. Tragt man allerdings
die mit dem ELISA und die mit der Immun-FIA ermittelten Konzentrationen direkt gegen-
einander auf, so zeigt sich eine deutliche Tendenz der MeR3werte (Abbildung 33).
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Abb. 33: Direkte Auftragung der mit dem ELISA und der Immun-FIA gemessenen rFaktorVila-Konzentra-

tionen aus den Fermentationsproben
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Die Auftragung macht deutlich, da die Zunahme der Gesamtkonzentration von Faktor Vila
in der Probe mit einer Abnahme des Anteils an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla einher-
geht. Die gemessenen maximalen Faktor Vlla-Konzentrationen liegen auch nicht auf3erhalb
des in Kapitel 3.4.2. dargestellten linearen MelRbereichs des Assays (vergleiche Abbil-
dung 18), so dal} die Abweichung nicht auf derartige Effekte zuriickzufihren ist. Die Stei-
gung der an die MeB3werte angendherten linearen Funktion betragt 0.8.

Das hier gewonnenen Ergebnis untermauert die These, dal’ der Anteil von y-carboxyliertem
Faktor Vlla von der Gesamtmenge an exprimiertem Faktor Vlla abhangt. Die bereits bei ge-
ringeren Konzentrationen auftretende starkere Abweichung bei dieser Messung (im Ver-
gleich zu Abbildung 30) ist vermutlich auf die veranderte Medienzusammensetzung zurtck-
zufuhren, die das Produktionsverhalten der Zellen beeintrachtigen kann.

Der bei der Fermentation der folgenden Messung verwendete Medientyp enthalt zwar auch
einen grof3en Zusatz an Vitaminen und Aminosauren aber weniger als die letztgenannte Un-
tersuchung. Fir diese Messung wurden Uber einen Zeitraum von 20 Tagen Proben entnom-
men und bei —20°C gelagert. Die Messung aller Proben erfolgte als Doppelbestimmung. Die
Kalibration vor der Messung wurde mit rFaktor Vlla in frischem Medium durchgefuhrt, wobei
dieses wiederum nicht mit dem der Fermentationsproben Ubereinstimmt. Im Laufe der Mes-
sung wurde keine weitere Kalibration durchgefihrt.

Abbildung 34 zeigt das Ergebnis der Quantifizierung von Faktor Vila mittels ELISA und dem
Immunassay.
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Abb. 34: rFaktorVlla-Konzentration in Fermentationsproben gemessen mit der Immun-FIA und dem ELISA
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Der stark abweichende MeRRwert bei der Probe Nr. 15 kann als Ausreil3er gewertet werden,
da kein weiterer MeBwert mit dieser Tendenz auftritt. Ansonsten stimmt auch bei dieser
Messung der Gesamtverlauf der MeR3daten wieder gut mit dem der Werte Uberein, die mit
dem ELISA ermittelt wurden. Allerdings ist bei dieser Untersuchung eine wesentlich starkere
Abweichung der einzelnen MelRwerte des Immun-Assays zu beobachten als bei allen voran-
gegangenen Untersuchungen. Auffallig ist, dal3 bei anfanglich sehr geringen Faktor Vlla-
Konzentrationen die Abweichung der mit der Immun-FIA ermittelten Werte sehr viel grofl3er
ist, als bei allen vorangegangenen Untersuchungen. Dieser Effekt kann darauf zurickzu-
fuhren sein, dal® sich die Zellen erst auf diese Medienzusammensetzung einstellen missen
und ihren Metabolismus leicht umstellen. Dies kann zu dem verstarkten Auftreten von Feh-
lern bei der posttranslatorischen Modifikation des Zielproteins fuhren. Fir diese These
spricht, daf’® im weiteren Verlauf der Anteil an korrekt y-carboxyliertem Faktor Vlla deutlich
zunimmt (siehe Abbildung 35). Der Wert bei Probe Nr. 15 stellt einen Ausreil3er dar.
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Abb. 35:  Auftragung des Uber das Verhéltnis ELISA-/Immun-FIA-Konzentration ermittelten Anteils an korrekt y-
carboxyliertem rFaktorVlla in den Fermentationsproben

Da fir die mit der Immun-FIA bestimmten Konzentrationswerte von y-carboxyliertem Fak-
tor Vlla allerdings keine Vergleichswerte vorliegen, kann es sich auch um einen Effekt han-
deln, der durch die Immunkartusche hervorgerufen wird. Allerdings liegt die Anzahl der Mes-
sungen mit 40 immer noch im Rahmen der unter 4.3.4 ermittelten Kalibrationsroutinen. Zu-
dem ist gegen Ende der Messung keine zunehmende Abweichung der MeRwerte innerhalb
einer Doppelbestimmung zu beobachten, was ebenfalls gegen eine Beeinflussung der Mel3-
werte durch die hohe Mel3zahl spricht.
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Zusammenfassend laRt sich sagen, dal3 der entwickelte heterogene Immunassay fir die
Messung von Fermentationsproben gut geeignet ist. Die gemessenen Konzentrations-
verlaufe stimmen bei allen Untersuchungen mit denen, die mit dem ELISA ermittelt wurden,
Uberein. Die auftretenden Abweichungen der MelRergebnisse zu niedrigeren Konzentrationen
als die ELISA-Werte sind plausibel, da der Immunassay durch die Verwendung eines ande-
ren Antikorpers nur korrekt y-carboxylierten Faktor Vlla bindet.

Unter der Annahme, dal3 die Mel3ergebnisse des heterogenen Immunassays korrekt sind,
konnen bei den einzelnen Fermentationen sehr interessante Erkenntnisse tber die Produkt-
qualitdit und das Expressionsverhalten gewonnen werden. Allerdings wéare es zur Unter-
mauerung der getroffenen Aussagen fir weitere Untersuchungen wichtig, eine entspre-
chende Referenzanalytik fir korrekt y-carboxylierten Faktor Vila zu finden. Ein von Novo
Nordisk A/S (Kopenhagen, Danemark) fur diese Zwecke entwickelter ELISA zeigt eine der-
mafen hohe Standardabweichung, daf} er fir die Quantifizierung nicht herangezogen wer-
den kann. Untersuchungen zur Trennung der verschiedenen Glykoformen von Faktor Vila
mittels Kapillarelektrophorese (CE) haben zwar zu guten Ergebnissen gefihrt, erlauben aber
keine absolute Quantifizierung der einzelnen Formen. Zudem ist diese Methode fur die Mes-
sung der Fermentationsproben nicht geeignet, da eine Mindestkonzentration von 250 pg/mL
Faktor Vlla in den Proben vorhanden sein muf? [RIECHEL, 1998].
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Herstellung pharmakologisch relevanter Proteine durch biotechnologische Verfahren ge-
winnt mehr und mehr an Bedeutung. Dabei spielen besonders Tierzellkultivierungen zur Her-
stellung komplexer Verbindungen (z.B. Blutgerinnungsfaktoren) eine immer grof3er werdende
Rolle. Die zur Produktanalytik standardmafiig verwendeten ELISA-Tests zeichnen sich zwar
durch eine hohe Empfindlichkeit aus, sind aber sehr zeit- und arbeitsintensiv und schlecht
automatisierbar. Schnellere und vollstandig automatisierbare Analysensysteme lassen sich
durch die Kombination von FlieRinjektionsanalysensystemen mit immunchemischen
Detektionsverfahren realisieren. Dadurch ist es moglich, den hohen Anforderungen beziiglich
einer hohen Selektivitat gerecht zu werden und gleichzeitig eine einfache Handhabung des
Systems zu gewahrleisten. Vollstandige Automatisierung ermoglicht eine kontinuierliche
ProzelRbeobachtung, die ein schnelles Eingreifen wahrend der Prozel¥fiihrung erlaubt.
Beispielsweise kann die Effizienz einer im industriellen Maf3stab durchgefiihrten Kultivierung
durch die genaue Bestimmung des optimalen Erntezeitpunktes erhdht werden. Dies fuhrt zu
einer hoheren Gesamtzahl an Prozessen und damit zu einer deutlichen Effektivitats-
steigerung der industriellen Anlage.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir den von der Firma Novo Nordisk A/S (Kopenhagen, Da-
nemark) in Tierzellkultivierungen hergestellten rekombinanten Blutgerinnungsfaktor Fak-
tor Vlla ein in eine FIA integrierter Immunassay entwickelt. Das verwendete System basiert
auf einem bereits bei anderen Analyten erfolgreich eingesetzten Verfahren, dem hetero-
genen Elutionsassay.

Bei diesem Assay werden die Antikorper im UberschuB auf einem festen Tragermaterial im-
mobilisiert und in einer DurchfluRkartusche im Flie3system implementiert. Nach der Injektion
einer Probe in den Tragerpuffer wird diese in die Kartusche transportiert, wo das Antigen
(Zielanalyt) quantitativ an die immobilisierten Antikorper bindet. Die anderen Bestandteile der
Probe werden vollstandig ausgewaschen, und so eine vollstandige Isolierung des Analyten
erreicht. Anschlie3end wird die AntikGrper/Antigen-Bindung durch die Anwendung eines ent-
sprechenden Elutionsschrittes aufgebrochen und das Antigen eluiert. Die Quantifizierung
erfolgt durch Messung der Proteineigenfluoreszenz und die anschlieende Integration des
Mefsignals. Fir diese Methode ist es nicht erforderlich Substanzen zu markieren. Nach
einem kurzen Equilibrierungsschritt kann bereits der nachste Mef3zyklus durchgefiihrt wer-
den. Die Steuerung und die gesamte Datenaufnahme des Systems erfolgt Gber einen PC mit
der Software CAFCA, die am Institut fur Technische Chemie der Universitdt Hannover ent-
wickelt wurde und kommerziell erhaltlich ist. Die Datenauswertung wird nach vorange-
gangener Kalibration ebenfalls on-line vorgenommen, das heil3t, die Konzentration des
Analyten in der letzten Probe ist sofort zuganglich.
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Da das System vollstdndig automatisiert ist, kann es als stand-alone MefRanalytik betrieben
werden. Es kann entweder direkt tGiber eine zellfreie Probennahme on-line an den Bioprozel3
angeschlossen oder mit einem Autosampler gekoppelt werden. Eine On-line-Anbindung ist
allerdings eher bei Prozessen mit sich schnell &ndernden Produktkonzentrationen, wie z.B.
Fermentationen von Hefen und Bakterien, sinnvoll. Bei den tierischen Zellkulturen liegt das
mogliche Einsatzfeld eher im Bereich der Off-line-Uberwachung und Dokumentation der Pro-
zesse. Hier ware zum Beispiel eine Analysenstation, die gleichzeitig mehrere Bioprozesse
tberwacht, denkbar.

Dieser Immunassay hat gegentber der konventionellen ELISA-Methode einige entschei-
dende Vorteile:

* Durch die Immobilisierung stehen die verwendeten Antikorper fir eine hohe Zahl von
MefRzyklen zur Verfiigung, wodurch die Kosten fur Verbrauchsmittel pro Analyse sehr
niedrig bleiben.

* Die Analysenzeiten pro Bestimmung liegen bei 5-10 Minuten fir eine Einzelbestimmung.
Dieser Wert liegt betrachtlich unter dem Aufwand fur einen konventionellen ELISA, bei
dem eine Vielzahl von Arbeitsschritten (Inkubation, Waschen, etc.) notwendig ist.

* Fur eine Messung mit der Immun-FIA kdnnen die unverdiinnten Proben direkt injiziert
werden, da der lineare Mel3bereich des Assays sehr grol3 ist. Dies vermindert die Fehler-
rate, da keine weiteren Verdiinnungsschritte vorgenommen werden mussen. Eine Ver-
groRerung des Melbereichs ist ohne grof3en Aufwand durch die VergroRerung des Pro-
bevolumens maoglich (kumulativer Effekt), da der Assay nicht von der Gesamtprotein-
Konzentration, sondern nur von der Menge an Antigen (Zielprotein) abhangig ist.

Zur Entwicklung eines einsatzfahigen Assays standen drei verschiedene Antikdrpertypen zur
Verfligung, von denen zwei alle Formen von Faktor VII mit unterschiedlicher Affinitat binden
und einer nur die korrekt y-carboxylierte Form. Einer der erst genannten Antikérpern (mab
FVII-4 F9 (FOA2)) zeigte im Verlauf der Untersuchungen eine so grof3e Affinitdt zu Fak-
tor Vlla, dal3 er fur den Einsatz in einem Elutionsassay nicht geeignet ist. Fur den anderen
Typ (mab FVII-4 F7 (F7A2)) konnten im Rahmen der Untersuchungen keine Bedingungen
gefunden werden, die das Antigen schnell eluieren und dabei nicht zu starken Stdrsignalen
fuhren.

Fir den dritten, selektiven Antikdrpertyp (mab FVII (F1A2)) konnte ein funktionierender As-
say etabliert werden, der eine schnelle und automatisierte Quantifizierung erlaubt. Zur Elu-
tion wird dabei ein Citrat-haltiger Puffer verwendet, der dem Antikorper/Antigen-Komplex das
zur Bindung notwendige Ca** entzieht und so die Bindung lést. Der groRe Vorteil dieser
Methode liegt in der Elution bei einem neutralen pH-Wert, durch die die biologische Aktivitéat
der immobilisierten Antikdrper auch Uber eine grof3e Zahl von Mef3zyklen hinweg erhalten
bleibt. Auch konnte fur diesen Assay Uber einen grofRen Konzentrationsbereich eine lineare
Kalibrationsfunktion aufgenommen werden.



Zusammenfassung und Ausblick 67

Die hohe Langzeitstabilitédt des entwickelten Assays konnte durch Messung mit Puffer- und
Mediumproben gezeigt werden. Dies bezieht sich sowohl auf die Stabilitat der immobili-
sierten Antikdrper als auch auf die Reproduzierbarkeit des Meflsignals wahrend einer
Dauermessung Uber mehr als 24 Stunden. Die Standardabweichung des Assays lag bei all
diesen Untersuchungen unterhalb der fur den ELISA-Test ermittelten Standardabweichung
von zehn Prozent. Die gute Stabilitdt ist zu einem grof3en Teil auf die milden Elutionsbe-
dingungen zurtickzufiihren.

Durch die Anwendung verschiedener statistischer Verfahren und deren Interpretation konnte
gezeigt werden, dal3 die Reproduzierbarkeit der MeRRergebnisse durch den Einsatz geeig-
neter Kalibrationsroutinen sogar noch gesteigert werden kann. Der auftretende relative Feh-
ler liegt, selbst wenn nur alle 50 MelRwerte neu kalibriert wird, immer noch unter 6 Prozent,
und damit unterhalb des relativen Fehlers des ELISA. Das Signal zeigt in diesem Bereich
allerdings schon einen deutlichen negativen Drift. Eine regelmalRige Neukalibration des Sy-
stems alle 25-30 Messungen ist aber voll ausreichend, um eine gleichbleibend gute, Gber der
des ELISA liegende Genauigkeit zu gewahrleisten.

Die Messung von Fermentationsproben mit dem entwickelten heterogenen Immunassay war
ohne Schwierigkeiten moglich und zeigte sehr gute Ergebnisse. Die ermittelten Konzentrati-
onswerte zeigen in allen untersuchten Fallen die gleichen Verlaufe, aber etwas niedrigere
Absolutwerte als die Ergebnisse des ELISA-Tests. Dieses Ergebnis ist jedoch verstandlich,
da der in dem ELISA-Test verwendete Antikdrpertyp sowohl die korrekt y-carboxylierte als
auch alle anderen aktivierten und nicht aktivierten Formen von Faktor Vlla bindet und detek-
tiert. Der in dem heterogenen Immunassay verwendete Antikorpertyp bindet dagegen nur die
korrekt y-carboxylierte Form von Faktor Vlla, die nur einen Teil der exprimierten Gesamt-
menge des Proteins ausmacht. Aus der Betrachtung dieses Verhaltnisses der beiden Ergeb-
nisse konnen interessante Erkenntnisse Uber das Produktionsverhalten der verwendeten
Zellen unter den gewéahlten Kultivierungsbedingungen gezogen werden. Die Ergebnisse zei-
gen, dalR der durchschnittliche Anteil von korrekt y-carboxyliertem Faktor Vila bei 70-
80 Prozent liegt. Allerdings nimmt dieser Anteil mit zunehmender Gesamtkonzentration an
Faktor Vlla ab. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 mit zunehmender Produktivitat auch der
Anteil an Protein mit fehlerhaften Modifikationen zunimmt. Bei einem anderen Prozel3 mit
einer veranderten Medienzusammensetzung nimmt der Anteil von korrekt y-carboxyliertem
Faktor Vlla erst im Laufe der Zeit zu. Moglich ist, dal3 sich die Zellen diesen neuen Bedin-
gungen erst anpassen mufdten, bevor sie optimal produzieren konnten. Zum Beweisen die-
ser Schluf3folgerung ware allerdings eine verlalliche Referenzanalytik fur korrekt y-carboxy-
lierten Faktor Vlla erforderlich. Eine solche Analytik ist derzeit aber leider noch nicht verfiig-
bar. Dennoch liefern die gewonnenen Ergebnisse interessante neue Erkenntnisse und An-
satze, die in Zukunft weiter verfolgt werden sollten.

Die verwendete Mef3technik kann in einigen Punkten noch weiter optimiert werden. So ist
durch eine Erh6hung des Volumenstroms eine schnellere Mel3frequenz mdoglich. Dies wirde
den Einsatz des Systems in der Analytik von Aufreinigungsprozessen interessant machen.
Im Moment ist eine Analysenzeit von circa funf Minuten fur Faktor Vlla in Puffer zu lang, um
zum Beispiel den Durchbruchspunkt eines neuen Saulenmaterials on-line zu bestimmen. Ein
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erhohter Volumenstrom wiirde allerdings auch einen héheren Druck in der Anlage bewirken
und unter anderem andere Kartuschen und Tragermaterialien, wie Fast-Flow-Materialien
erfordern. Bei einer Steigerung des Volumenstroms mul} allerdings auch beriicksichtigt wer-
den, dal die Verweilzeit des Antigens in der Kartusche abnimmt, was zur Abnahme der Ka-
pazitat fihren kann.

Da das Mef3system zur Untersuchung von Kultivierungsproben eingesetzt wird, missen
MalRnahmen gegen den Bewuchs mit Mikroorganismen getroffen werden. Dazu ist es bei
langen Meflreihen sinnvoll, das gesamte System regelmaRig mit beispielsweise einem ho-
hen pH-Wert oder Natriumazid-haltigem Tragerpuffer zu spulen. Dabei muf3 allerdings be-
ricksichtigt werden, dalR die Antikdrper moglichst nicht geschadigt werden. Diese Mal3-
nahme wurde bisher unterlassen, da das System bei den vorgenommenen Messungen nicht
langer als 26 Stunden in Betrieb war. Nach Beendigung der Messungen wurde das ganze
System ohne Antikorperkartusche einem Waschschritt mit Mucasol-Lésung unterzogen, der
alle Mikroorganismen aussplilt.

Der Anwendungsbereich fir den heterogenen Immunassay ist jedoch nicht nur auf biotech-
nologische Prozesse beschrankt. Auf der Basis der Antikérper/Antigen-Reaktion erschliefdt
sich ein weites Feld fur weitere Anwendungen. So ist zum Beispiel in der medizinischen Dia-
gnostik ein Einsatz in der Blut-, Serum- oder Urinanalytik denkbar. Die Proben sind ahnlich
komplex wie Fermentationsmedien und k&nnen &hnlich hohe Schwankungsbreiten in der
Analytkonzentration zeigen. Der bereits erwahnte kumulative Effekt des Assays kann auch
zur Analyse von Fremdstoffen in Wasser oder Nahrungsmitteln herangezogen werden.
Durch das Injizieren grof3er Probenvolumina kénnen so auch Substanzen, die nur in Spuren
vorhanden sind, in der Kartusche angereichert und anschlieRend detektiert werden.

Aufgrund seiner Vielseitigkeit, Schnelligkeit und guten Reproduzierbarkeit ist der heterogene
Immunassay den standardmafRig eingesetzten Analysenverfahren gleichwertig oder gar
Uberlegen. Das System kann somit eine wertvolle Erganzung der bisherigen Verfahren dar-
stellen, insbesondere, wenn bei der Entwicklung und Optimierung der Prozesse aktuelle In-
formationen Uber die Produktkonzentration erforderlich sind. Allerdings ist die Akzeptanz
automatisierter immunchemischer Systeme fir industrielle Applikationen immer noch relativ
gering. Zukinftige Forschungsaktivitaten sollten an diesem Punkt ansetzen und versuchen,
immunchemische On-line-Verfahren in der Industrie weiter zu etablieren.
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6 Anhang

6.1 Immobilisierung der AntikOrper

Fir ein Gelvolumen von 1 mL werden 350 mg lyophilisiertes Tragermaterial zur Aktivierung
der Bindungsgruppen in 1 mM HCI suspendiert und Uber eine Fritte mit weiteren 60 mL
1 mM HCI gewaschen. Die Antikdrper werden in 1.6 mL Immobilisierungspuffer gelést und zu
dem aktivierten Tragermaterial gegeben. Diese Suspension wird dann 1 h bei Raumtem-
peratur geschuttelt und anschlieend in eine 1 mL MoBiTec-Durchflul3kartusche (Gottingen,
Deutschland) tberfuhrt. Ungebundene Antikdrper werden mit 5 mL Immobilisierungspuffer
ausgewaschen, bevor das Gel zum Blocken der verbleibenden aktiven Gruppen fiir 2 h bei
Raumtemperatur in 1.0 M Ethanolamin (pH 8.0) gegeben wird. Danach wird die Matrix je
dreimal mit saurem und basischem Spuilpuffer gewaschen.

6.2 Entsalzen des Faktor Vlla-Standards

Das von Novo Nordisk A/S gelieferte Faktor Vlla Lyophilisat enthadlt Reste von Mannitol und
Glycylglycin, die vor der Verwendung des Proteins als Standard entfernt werden mussen.
Dazu wird eine NAP-5 Saule (Pharmacia; Uppsala, Schweden) verwendet. Die 2.4 mg Pro-
tein werden in 500 pL Wasser (bidest.) gel6st und auf die Sdule gegeben. Die Elution erfolgt
mit 500 pL Faktor VII-Probenpuffer. Die Losung wird mit dem gleichen Puffer auf eine Kon-
zentration von 1.0 mg/mL Protein verdinnt und in Aliquoten von 100 pl bei —20°C gelagert.
Die Uberpriifung der rFaktor Vlla-Konzentration des Standards erfolgt tiber das kommerziell
erhéltliche ELISA-Kit der Firma DAKO (Glostrup, D&nemark)

6.3 Gerateliste

6-Port-Injektionsventil (Injektor) Knauer, No. V7042, Version 0790
7-Port-Schaltventil (Selektor) Knauer, No. 7227, Version 0191
Peristaltikpumpen flocon

Spektrofluorometer Merck-Hitachi, F-1050

1 mL Kartusche MoBiTec

Blasenfanger Trace AG

Computer 386SX-16, mit A/D-Wandler

Steuerungs-/Auswertungssoftware Anasyscon, CAFCA
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6.4 Chemikalienliste

6.4.1 Immunchemikalien

Faktor Vlla

mab FVII-4 F9 (FOA2)

mab FVII (F1A2)

mab FVII-4 F7 (F7A2)

6.4.2 Feinchemikalien

Novo Nordisk A/S
Novo Nordisk A/S
Novo Nordisk A/S
Novo Nordisk A/S

BrCN-aktivierte Sepharose 4B Sigma

Tris

NaCl

CacCl,
Nas-Citrat
NaHCO;
Na-Acetat
Bis-Tris-Propan
Tween 20
NaSCN
Ethanolamin
KoHPO,
K3PO,
KH,PO,
Glycin

Fluka
Fluka
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
Merck
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka
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6.5 Puffer und Reagenzien

Tragerpuffer

Elutionspuffer

Immobilisierungspuffer

saurer Spulpuffer

basischer Spulpuffer

Probenpuffer Faktor Vlla

10 mM Tris
0.1M NacCl
20 mM CaC|2

30 mM Nas-Citrat
75 mM Tris

0.1 M NaHCO;
0.5 M NaCl

0.1 M Na-Acetat
0.5 M NacCl

0.1 M Tris-HCI
0.5 M NaCl

10 mM Tris

10 mM Bis-Tris-Propan

2 mM CacCl,

0.1 mg/ml Tween 20

pH 7.5

pH 7.5

pH 8.3

pH 4.0

pH 8.0

pH 8.0
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