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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von HbAlc

Die Internationale Diabetes-Vereinigung (International Diabetes Federation, IDF) hat fir das Jahr 2025
einen Anstieg der Patienten mit Diabetes mellitus von derzeit 150 Mio. auf das Doppelte prognostiziert
(Diabetes Atlas 2000, IDF). Als Ursachen hierfir werden Bevolkerungswachstum und Alterwerden,
Fehlernahrung, Bewegungsmangel und negative Umwelteinflisse (Stress) genannt. Die fir den Dia-
betiker aufzuwendenden Kosten entstehen hauptséchlich durch Behandlung der Folgeschaden an
Nieren, Augen und Nerven. Wie die CODE-II-Studie (Cost of Europe Type 2) von 1999 zeigte,
belaufen sich die Ausgaben fir die ca. 4 Mio. deutschen Diabetiker auf tiber 25 Milliarden DM pro Jahr.
Das sind 7,5 % des nationalen Gesundheitsbudgets. In den U.S.A. werden jahrlich ca. 10000 USD pro
Diabetiker aufgewendet (ADA, 1998), viermal mehr als fur Nicht-Diabetiker. Eine Reduzierung der
Kosten kdnnte durch Friherkennung und eine intensive Kontrolle dieser Krankheit bewirkt werden. Ziel
dabei ist es, die 0.g. Spatkomplikationen zu vermeiden. Eine wichtige klinisch-chemische Kenngro3e
stellt dabei das Hamoglobin-Alc (HbAlc) dar. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat 1999
neben Glucosemessungen und dem oralen Glucosetoleranztest (0GTT), den HbAlc-Wert als diag-
nostischen Parameter fir die Manifestation des Diabetes empfohlen (Rohlfing, 2000). Fur die Thera-
piekontrolle soll der HbAlc-Wert eines Patienten dann vierteljhrlich bestimmt werden. Die 1993 bzw.
1997 verdéffentlichten Studien DCCT (Diabetes Control and Compliance Trial) und UKPDS (UK Pro-
spective Diabetes Study) belegen, dass die Verbesserung der Diabeteseinstellung - ablesbar am
HbAlc-Wert - die Rate an diabetischen Komplikationen senkt. Die HbAlc-Bestimmung wird auch als
der ,Goldstandard” bei der Diabetesbehandlung bezeichnet (Stettler, 2000).

1.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels, die durch erhdhte physiologische
Glucosewerte gekennzeichnet ist. Man unterscheidet dabei zwischen idiopathischen und sekundéaren
Erscheinungsformen (WHO, 1985). Eine Schlisselfunktion hat in allen Fallen das Polypeptidhormon
Insulin, das den Transportmechanismus von Glucose in Fett- und Muskelgewebe steuert.

Ursache fir einen idiopathischen Diabetes kdnnen einerseits ein Insulinmangel (juveniler Diabetes,
Typ ), andererseits eine Insulinresistenz oder ein Sekretionsstau des Insulins in den Pankreas-Zellen
sein (,Altersdiabetes”, Typ Il). Das Fehlen des Insulins beim Typ | Diabetes wird durch eine Zerstérung
der Insulin-produzierenden Pankreaszellen hervorgerufen. Ausloser kdnnen Virusinfektionen (z.B.
Mumps, Roteln) oder eine Autoimmunkrankheit sein, bei der Antikérper gegen das Cytoplasma, gegen
Membranproteine oder gegen Insulin selbst gebildet werden. Eine Behandlung des Typ I-Diabetes
kann nur durch Insulingabe erfolgen. Daher stammt auch die Bezeichnung ,insulinpflichtiger Diabetes*
(= IDDM, Insulin-Dependent Diabetes Mellitus). Der Typ |l-Diabetes tritt hdufig in Zusammenhang mit
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Fehlernahrung und dem damit verbundenen Ubergewicht auf. Man vermutet eine starke genetische
Pradisposition. Im Gegensatz zum Typ |-Diabetes sind die Insulin-produzierenden Pankreas-Zellen
funktionstlichtig (= NIDDM, Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus). Durch Verabreichung von
oralen Antidiabetika, welche die Ausschittung des Hormons und eine Sensibilisierung der Zellen fir
die Glucoseaufnahme bewirken, kann die Stoffwechsellage normalisiert werden.

Der sekundéare Diabetes mellitus wird durch verschiedene pathologische Mechanismen hervorgerufen.
Dazu zahlen Bauchspeicheldrisenentziindung und -tumore, Mutationen in den Insulin-Genen und/oder
Insulinrezeptorgenen, sowie endokrine Erkrankungen, bei denen Tumore Ubermégig viel Insulin (Insu-
linom) oder gegenregulatorische Hormone (z.B. Glucagon, Cortisol, Epinephrin) produzieren. Der
Diabetes kann auch chemisch induziert werden, beispielsweise durch Einnahme von Glucocorticoiden
und Diuretika. Eine besondere Form stellt der Gestationsdiabetes dar, der wahrend der Schwanger-
schaft auftritt, nach der Geburt haufig aber wieder verschwindet.

Bei dauerhaft erhdhten Glucosewerten kénnen Veranderungen in den BlutgefaRen (Mikroangiopathie)
entstehen. Dies fuhrt zu Erkrankungen an den Augen (Retinopathie), der Niere (Nephropathie) und der
Nerven (Neuropathie). In diesem Zusammenhang wird in den letzten Jahren den sog. ,Endprodukten
fortgeschrittener Glykierung“ (,Advanced Glycation Endproducts®, AGE) steigende Bedeutung zuge-
schrieben (Vlassara, 1994). Hierbei handelt es sich um ein heterogenes Gemisch aus Zucker-Amino-
sauren-Addukten, die durch fortschreitende Oxidation, Dehydratisierung, Fragmentierung, Oxidation
und Cyclisierung der Amadori-Produkte aus Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren mit Glucose ent-
stehen. Die AGEs bewirken eine Verkalkung der Blutgefasse (vaskuldaren Matrix) und eine Erhdhung
der Permeabilitéat von Endothelialzellen.

1.2.1 Klinisch-chemische Kenngrdf3en bei Diabetes mellitus

1.2.1.1 Glucose

Glucose ist der wichtigste Metabolit im Kohlenhydratstoffwechsel. Die Bestimmung dieses Parameters
dient zur Diagnose eines Diabetes mellitus (Goldstein, 1995). Richtwerte sind dabei ein Nichternblut-
zucker von 80-120 mg dL* (4,4-6,7 mM) beim gesunden Menschen und >120 mg dL* bei Vorliegen
eines Diabetes. Ziel jeder Diabetestherapie ist die Normalisierung des Glucosespiegels. Dies erfordert
eine regelmafige Kontrolle des Blutzuckers, die der Diabetiker mit handelsiblichen Geréten, die auf
enzymatischer Umsetzung der Glucose basieren, selbst durchfiihren kann. Die zu verabreichende
Insulindosis bzw. die Einnahme der Antidiabetika richtet sich nach dem aktuellen Blutglucose-Wert und
nach dem Kohlenhydratanteil der Nahrung.
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Die Glucosekonzentrationen im Urin liegen zwischen 40 mg dL* (2,2 mM) und 5 g L* (0,3 M). Dabei
handelt es sich um einen Durchschnittswert fir den Zeitraum, in dem der Urin in der Harnblase
akkumuliert wird. Die Bestimmung des Urinzuckers ist umstritten, da die aktuelle Stoffwechsellage nur
bedingt erfasst werden kann. Erst ab einem Blutglucosewert von 180 mg dL* wird Glucose Uber den
Harn ausgeschieden (Nierenschwelle). Auftretende Hypoglykdmien (,Unterzuckerungen®) werden
dabei nicht erkannt.

Glucosetoleranztest

Der orale Glucosetoleranztest (0GTT) wird zur Manifestation eines Diabetes mellitus durchgefiihrt.
Entsprechend den WHO-Empfehlungen von 1985 werden dabei 75 g Glucose oral verabreicht und
der Blutzucker 2 Stunden nach Verabreichung gemessen. Eine pathologische Glucosetoleranz liegt
vor, wenn bei normalem Nuchternblutzucker die 2-Stunden Konzentration auf 140-200 mg dL™* (7,7-11
mM) erhoht ist. Der Patient besitzt dabei ein erhdhtes Risiko, an Diabetes zu erkranken. Bei Diabetes
mellitus betragt sowohl der Niichternblutzucker als auch der 2-Stunden-Wert 140-200 mg dL. Der
Stellenwert des oGTT wird in letzter Zeit immer mehr in Frage gestellt, nicht zuletzt durch die Verflg-
barkeit von reproduzierbareren Bewertungsmethoden wie die Bestimmung von glykierten Proteinen
(siehe Kap. 1.2.1.2 und 1.2.1.3).

1.2.1.2 Fructosamine

Fructosamine sind die glykierten Proteine des Plasmas/Serums, die als Indikator der Stoffwechsellage
der vorangegangenen 1-2 Wochen bestimmt werden (Armbruster, 1987). Dies ist bei Diabeteseinstel-
lungen nach der Erstmanifestation oder bei Therapieumstellungen erforderlich, um die Wirkung der
gewahlten Therapieform zu verifizieren. Richtwerte fur die Einstellung sind dabei: 2,0-2,8 mM (normal),
2,8-3,2 mM (befriedigend), 3,2-3,7 mM (malig), 3,7-4,5 mM (schlecht) und >4,5 mM (sehr schlecht).
Fructosamine entstehen durch nicht-enzymatische Reaktion der freien Aminogruppen des Proteins mit
dem Aldehydrest der Glucose. Im ersten Schritt wird ein Aldimin (Schiff'sche Base) gebildet. Eine
Armadori-Umlagerung fihrt zum stabilen Ketoamin (Abb. 1.1). Das Endprodukt wird innerhalb von 1-3
Wochen metabolisiert. Die gangige Bestimmungsmethode basiert auf der Eigenschaft der Fructos-
amine, Nitrotetrazolblau in alkalischer Losung zu einem violetten Monoformazan zu reduzieren (Baker,
1994). Diese Methode ist allerdings sehr stéranfallig gegentber Lipide, Ascorbinsaure, Harnsaure, und
Bilirubin. Eine Alternative bieten enzymatische Tests, bei denen die Fructosamine mit einer Ketoamin
Oxidase umgesetzt werden (O'Brien, 1999). Die Spezifitat des Enzyms beruht auf der Oxidation von
glykierten Aminoséauren, wobei Wasserstoffperoxid freigesetzt wird. Das Verfahren benétigt allerdings
eine Vorbehandlung der Blutprobe mit einer Protease.



Einleitung 4
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Abb. 1.1: Schema der nichtenzymatischen Reaktion von Glucose mit den freien Aminogruppen von Proteinen zu
Fructosaminen. Im ersten reversiblen Schritt wird eine labile Schiff'sche Base (Aldimin) gebildet, das durch eine
Armadori-Umlagerung in die stabile Ketoform Ubergeht. In Lésung liegt der Zuckerrest entweder in der Fura-
nose- oder in der Pyranose-Form vor.

1.2.1.3 Hamoglobin-Alc (HbAlc)

Geschichte des HbAlc

Adultes Hamoglobin besteht aus mehreren Hamoglobinvarianten (HbA1, HbA2 und HbF), die elektro-
phoretisch separiert werden kdnnen. Dies fuihrte 1955 zu deren Entdeckung durch Kunkel und Walle-
nius (Kunkel, 1955). Eine Auftrennung in die Subtypen HbAla, HbA1lb und HbAlc durch Saulenchro-
matographie gelang Allen (1958). Eine Ubersicht der Hb-Fraktionen gibt Tab. 1.1. Das Strukturmodell
von Hb ist in Abb. 1.2 dargestellt (PDB 2HHB; Fermi, 1984).

Tab. 1.1: Hamoglobinspezies bei einem gesunden Erwachsenen (nach Schwartz, 1995); pl = Isoelektrischer
Punkt (Steinmeier, 1975)

Hamoglobin-Typ Untereinheiten Modifikation Gehalt (%) pl
Hamoglobin-A (HbAo) asb, 97 7,18
Hamoglobin-A1(HbA1)
Alal a(b-mod). Fructose-1,6-diphosphat <1 6,80
Ala2 ax(b-mod); Glucose-6-phosphat <1
Alb a,(b-mod), Desamidierung <1 6,95
Alc az(b-mod), Glucose 4-6 7,06
Hamoglobin-A2 (HbA2) a.d, <1,5 7,60

Hamoglobin-F (HbF) ap <0,8 7,05
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In den sechziger Jahren konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus der Hamoglobin-b-Kette bei
HbAlc durch eine Hexose blockiert ist (Bookchin, 1968). Aber erst Mitte der siebziger Jahre wurde
diese Hexose als Glucose identifziert (Bunn, 1976). Abb. 1.3 zeigt die N-terminale Aminosaurense-
guenz der Hb-b-Kette mit dem Glucoserest. Seither wurden zahlreiche Studien bezuglich molekularer
Struktur und Bildungsmechanismus durchgefiihrt (z.B. Shapiro, 1980; De Rosa, 1998). Die Bildung
erfolgt analog dem bei den Fructosaminen beschriebenen Mechanismus, wobei das Ausmafd der
Glykierung vom Glucosespiegel abhéngt. Voraussetzung fur eine einheitliche Terminologie wurde
1985 durch die IUPAC-IUB (International Union of Pure and Applied Chemistry — International Union of
Biochemistry, 1985) geschaffen. Dabei sollte der Begriff ,Glykierung* fir die nicht-enzymatische
Umsetzung von Kohlenhydraten mit Proteinen verwandt werden, wahrend sich ,Glykosylierung” auf die
enzymatische Kopplung von Kohlenhydraten mit Proteinen bezieht (Glykoproteine).

Abb. 1.2: Strukturmodell von Hamoglobin Abb. 1.3: N-terminale Aminosauresequenz der b-Kette
(PDB 2HHB; Fermi, 1984) von Hamoglobin mit Glucoserest

HbA1lc als klinisch-chemische KenngréRRe

Der prozentuale Anteil an HbAlc vom Gesamt-Hamoglobin betrdgt bei einem gesunden Menschen
4-6 %, bei einem Diabetiker kann er um das 2-3 fache erhéht sein. Eine Erh6hung des gemittelten
Blutzuckers um ca. 30 mg dL* (1,7 mM) bewirkt eine Anderung des HbAlc-Werts um 1 % vom
Gesamt-Hamoglobin, wobei eine lineare Korrelation vorausgesetzt wird (Nathan, 1990). Der Zusam-
menhang zwischen HbAlc-Wert, der gemittelten Blutglucosekonzentration und der Fructosaminkon-
zentration wird in Abb. 1.4 veranschaulicht. Da die Halbwertszeit des HbAlc mit 8-12 Wochen deutlich
héher als die der Fructosamine ist, dient der HbAlc-Wert zur Beurteilung der Stoffwechsellage tber
einen Zeitraum von 2-3 Monaten. Dies ist notwendig, um die Eignung der Therapieform zu bewerten
und somit langfristige diabetische Schaden zu vermeiden. Die Bedeutung der HbAlc-Bestimmung
wurde durch grof3 angelegte Studien wie die DCCT (1993) und UKPDS (1997) belegt.
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Abb. 1.4: Korrelation von HbAlc mit der gemittelten Blutglucose- und der Fructosamin (FA)-Konzentration.
Diese Parameter stellen die wichtigsten klinisch-chemischen Kenngré3en zur Diagnose und Beurteilung eines
Diabetes mellitus dar (Quelle: LXN Corporation, San Diego, U.S.A.)

1.3 Methoden fir die HbAlc-Bestimmung

Rahbar (1968) erwéahnte erstmalig den Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und dem Anteil an
HbAlc. Der quantitative Nachweis der nicht-enzymatischen Glykierung von Proteinen gewann
zunehmend an Bedeutung, als in den 70er Jahren belegt wurde, dass eine Verbesserung der mittleren
Blutglucosespiegels eine Erniedrigung des HbAlc-Wertes bewirkte (Koenig, 1976). Seit Anfang der
80er Jahren nahm die Entwicklung neuer Bestimmungsmethoden und die Vermarktung neuer Analy-

sengerate rasant zu.

1.3.1 Standardmethoden

Die Standardmethoden fir die HbAlc-Bestimmung laufen prinzipiell nach dem gleichen Muster ab:
Nach einem Separationsschritt in die Hb-Subfraktionen erfolgt deren Detektion. Die Trennung basiert
dabei auf Unterschieden in den Nettoladungen der Hb-Subtypen oder auf strukturellen Charakteristika
als Folge des zusétzlichen Zuckerrestes (John, 1997a). Zur ersten Gruppe zahlt man die lonenaus-
tausch-Chromatographie IEC, (Jeppsson 1986; Cohen 1993) und die Elektrophorese (Menard, 1980).
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Die zweite Gruppe umfasst die Affinitaitschromatographie (Mallia, 1981; Klenk, 1982) und die immu-
nochemischen Methoden (John, 1993; Ng 1992). Bei der Affinitatstrennung wird Boronsaure-haltiges
Tragermaterial verwendet. Hierbei wird die Eigenschaft des tetraedrischen Boronats ausgeniitzt, mit
den vicinalen Hydroxylgruppen des Glykorestes einen reversiblen kovalenten Komplex zu bilden (Abb.
1.5). Die Elution des glykierten Hb und somit die Regenerierung der Matrix erfolgt mit Sorbitol. Ein
Enzymimmunoassay fir die parallele Analyse von HbAlc-Proben in der Mikrotiterplatte wurde von
DAKO Diagnostics entwickelt (John, 1993). Hier werden Blutbestandteile inklusive HbAlc direkt an die
Oberflache adsorbiert und HbAlc Uber einen monoklonalen, mit POD-markierten Antikérper nachge-
wiesen. Der Enzymimmunoassay zeigt allerdings eine hohe Ungenauigkeit (CV ~ 11%). Beim Tina-
quant Il Assay und beim DCA 2000 Gerat aggregiert ein synthetisches Polyhapten mit dem HbAlc
spezifischen Antikdrper, wenn wenig HbAlc in der Probe vorliegt (Abb. 1.6). Die auftretende Triibung
ist umgekehrt proportional der HbAlc-Konzentration und wird bei I = 540 nm detektiert. Dieses Ver-
fahren wurde sowohl fir automatisierte Analysengerate, als auch fir Einweg-Reaktionskassetten (DCA
2000) konzipiert.

E T Antikérper +
NH

— CH, HbAlc (Analyt) Polyhapten

o=? \l/
H(I“,—OH | )

72

- C—OH
Tragermaterial H,
Kein Aggregat (

Immunaggregat

Abb. 1.5: Bindung des glykierten Hamoglobins an die Abb. 1.6: Prinzip des homogenen Immunoassays fur

immobilisierte 3-Aminophenylboronséure (Prinzip der die HbAlc-Bestimmung auf Basis der Konkurrenzre-

Affinitdtschromatographie; Schema nach John, 1997a)  aktion zwischen Polyhapten und HbAlc um den Anti-
korper. Optische Detektion des Immunaggregats bei
540 nm. (Einsatz im Tina-quant Il Assay; Schema
nach John, 1997a)

Tab. 1.2 gibt einen Uberblick Gber die derzeit kommerziell verfiigbaren HbAlc-Analysenmethoden.
Darin erfolgt eine Zuordnung des Detektionsprinzips.
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Tab. 1.2: Zusammenstellung der kommerziellen HbAlc-Analysenmethoden. IEC = lonaustausch-Chromato-
graphie, HPLC = Hochdruckfliissigkeitschromatographie, A = Automatisiert, SA = Semiautomatisch, M =
Manuell, GHb = Gesamt-Glyko-Hb.

Methode Prinzip Gemessene Detektion Lit.
Komponente

basierend auf

Ladungsunterschieden

Bio-Rad Diamat |IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415 nm Turpeinen, 1995

Bio-Rad Variant |IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415 nm Higgens, 2001
Chen, 1998b

Bio-Rad Diastat IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415 nm

Merck Hitachi L-9100 |IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415 nm Niederau, 1993

Tosoh gHb 2.2Ac+ IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415/510 nm Gibb, 1999

Beckman Diatrac Elektrophorese, SA HbAlc densitometrisch Chowne, 1992

Menarini 8140 IEC, HPLC, A HbAlc photometr., | =415/510 nm John, 1997b

basierend auf struktu-

rellen Unterschieden

Bayer DCA 2000 Immunoassay, A HbAlc turbidimetr., photometr. Ng, 1992

Roche Tina-quant Il Immunoassay, A HbAlc turbidimetr., photometr. Bakkeren, 1999

Roche Unimate Immunoassay, A HbAlc turbidimetr., photometr. Metus, 1999

Primus CLC 385 Affin.-chromato., GHb photometr. Kisner, 1997

HPLC, A
Abbott IMx gHb Affin.-Bindung, A GHb Wilson, 1993
Helena ColumnMate Il Affin.-chromato., GHb photometr. Kisner, 1992
Minisaulen, A
Cortecs Glycosal Affin.-Bindung, M GHb photometr. Stevenson, 1999
Pierce GlucoTest Il Affin.-chromato., GHb photometr. Klenk, 1982

Minisaulen, M

Trotz der Vielfalt der HbAlc-Bestimmungsverfahren existiert noch keine Referenzmethode, mit der die
analytische Zuverlassigkeit und Richtigkeit kontrolliert werden kann (Peterson, 1999). Ein Vergleich der
Resultate zwischen den Methoden ist jedoch schwierig, da oft unterschiedliche Reaktionsprodukte
(HbAlc oder Gesamt-Glyko-Hb) erfasst werden. Eine Standardisierung war bislang nur in Ringversu-
chen unter Verwendung von Kalibratoren aus Diabetiker- und Nichtdiabetiker Hamolysaten moglich
(Bodor, 1992; Weykamp, 1994). Die Referenzmaterialien wurden mit der IEC-HPLC charakterisiert, bei
der Hb-Varianten wie carbamyliertes und acetyliertes Hb mit HbAlc koeluieren, was zu falschen
Werten fihren kann (Bry, 2001). Immunochemische Methoden unterliegen diesem Fehler hingegen
nicht, da die verwendeten Antikdrper spezifisch den glykierten N-Terminus von Hb erkennen.

In der Praxis sind die Methoden weitgehend automatisiert und werden zur Hochdurchsatzbestimmung
in medizinischen Laboratorien eingesetzt. Durch die rdumliche Trennung von Arztpraxis und Labor
kann die Bereitstellung der Testresultate verzégert werden. Die Behandlung des Patienten wird dem-
zufolge zeitaufwendig und umstandlich. Die Nachfrage nach schnellen und prazisen Geraten fur die
Vorortanalyse von Blutproben ist daher gro3 (Kap. 1.4).
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1.3.2 Alternative Methoden

Der Bedarf an einheitlichem HbAlc-Standardmaterial fihrte zum Einsatz alternativer Methoden.
Kobold und Mitarbeiter schlugen eine Kombination aus HPLC und ESI-MS (,Electron Spray lonization
Mass Spectroscopy”) zur Analyse von proteolytisch abgebauten Hamolysaten vor (Kobold, 1997). Die
Endoproteinase Glu-C spaltet dabei im ersten Schritt die b-N-terminalen Hexapeptide von HbAlc und
HbAo ab, die mittels Umkehrphasen-HPLC aufgetrennt und massenspektrometrisch quantifiziert
werden kénnen. Der Vorteil liegt darin, dass definitionsgeman fiir das HbAlc nur der glykierte b-N-
Terminus und nicht, wie bei den herkbmmlichen Methoden, glykiertes Hb (z.B. am a-N-Terminus,
Lysin-Reste) erfasst wird. Diese Methode wurde mit synthetisch hergestellten Heptapeptiden verifiziert
(Nakanishi, 2000). Eine Interferenz mit proteolytisch freigesetzten Peptiden aus einer Hb-Variante (,Hb
Niigata“), die anstelle des N-terminalen Valins ein Leucin besitzt, konnte nicht beobachtet werden.
Peterson und Mitarbeiter verwendeten die ESI-MS, um Glykierungsstellen am Hb-Molekull zu identifi-
zieren (Peterson, 1998). Dies sollte zum Verstandnis der Korrelation von HbAlc und Gesamt-Glyko Hb
beitragen. Sie fanden, dass das Ausmal} der Glykierung und somit die Beurteilung einer Stoffwechsel-
lage neben der Quantifizierung auch in Zusammenhang mit einer strukturellen Charakterisierung, wie
sie die ESI-MS liefert, erfolgen sollte.

Doelman und Mitarbeiter beflrworteten den Einsatz der Kapillarelektrophorese (CE) fiir die HbAlc-
Bestimmung (Doelman, 1997). Durch Verwendung einer speziell beschichteten Kapillare ist sie den
konventionellen chromatographischen Methoden hinsichtlich Trennleistung bei vergleichbarer Analy-
sendauer (< 4 min) Uberlegen. Zudem stéren Hb-Varianten und Subtypen nicht, die bei der IEC koelu-
ieren kénnen. Allerdings ist der erheblich groRRere finanzielle Aufwand fur Gerate, Materialien und
Instandhaltung (29500 USD pro Jahr fir die CE im Vergleich zu 3600 USD pro Jahr fir die IEC-
Anlage) von Nachteil.

Der Wunsch nach schnellen Diagnose-Methoden fiihrte zur Entwicklung eines homogenen Affinitats-
tests, bei dem die Fluoreszenz eines Eosin-Boronat-Konjugats durch Bindung von glykiertem Hb aus-
geldscht wird (Blincko, 2000). Ein Separationsschritt ist nicht erforderlich. Allerdings erhebt sich auch
hier die Frage nach der Richtigkeit der Methode, da die Wechselwirkung von Boronsaure-Derivaten
nicht spezifisch fur HbAlc ist. Eine Adaption dieses Prinzips auf ein kommerzielles Analysengerat
erfolgte bislang nicht.

Einen anderen Weg wurde in der Gruppe von A.P.F. Turner eingeschlagen (Chen, 1998a). Sie berich-
teten von der Synthese einer kombinatorischen Peptid-Bibliothek zur Generierung von HbAlc-Affini-
tatsliganden, die den herkdmmlichen Antikérpern hinsichtlich Stabilitdt Gberlegen sein sollen. Nach der
Auswahl geeigneter Hexapeptide wurden diese sequenziert und die Bindung an HbAlc am Computer
simuliert. Bisher wurden die Peptid-Liganden aber nicht experimentell fir einen HbAlc-Assay einge-
setzt.
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Die Umsetzung von proteolytisch freigesetztem Fructosyl-Lysin aus Fructosaminen mit Fructosamin
Oxidasen (FAO) wird in einigen japanischen Arbeiten beschrieben (Yoshida, 1996; Sakai, 1999). Sode
und Mitarbeiter berichteten von der Isolierung einer neuartigen FAO aus der marinen Hefe Pichia pas-
toris N 1-1, die auf einem speziellen Nahrmedium mit Fructosyl-Valin als einzige Stickstoffquelle
gewachsen ist (Sode, 2001a). Da diese FAO Fructosyl-Valin (Fru-Val) umsetzt und Fru-Val dem N-
Terminus der b-Kette von HbAlc entspricht, wird auf die Verwendung dieses Enzyms zur HbAlc-
Bestimmung hingewiesen. Erste Versuche, die FAO sensorisch zu nutzen, wurden in derselben
Arbeitsgruppe unternommen (Tsugawa, 2000). HbAlc-Proben wurde aber bislang nicht mit dem FAO-
Sensor analysiert. Als Alternative zur FAO wurde aus Polyvinylimidazol eine ,kinstliche Dehydroge-
nase“ konstruiert (Sode, 2001b). Das Polymer katalysiert tatsachlich die Oxidation von Fru-Val. Die
Umsetzung ist allerdings sehr unspezifisch und erfolgt nur bei Fru-Val-Konzentrationen im mM-
Bereich. Eine Erhdhung der katalytischen Aktivitdt und Spezifitdt des Polymers wird von der Herstel-
lung sog. ,Molecular Imprints” erwartet, was fur die HbAlc-Analytik aber noch keine praktische Bedeu-
tung hat.

1.4 Patientennahe Diagnostik

Die patientennahe Diagnostik (,Point-of-Care Testing“, POCT) zeichnet sich durch eine schnelle und
Lvorort“-Verfugbarkeit von Analysenergebnissen aus. Dies fuhrt in der Arztpraxis zu einer effektiveren
Beratung und folglich zu einer gesteigerten Motivation des Patienten, Ratschlage zu befolgen (Hicks,
2001). In der Notfallmedizin kénnen auf Basis der Messergebnisse, z.B. bei der Bestimmung eines
Herzinfarktmarkers (Renneberg, 2001), schnelle Entscheidungen getroffen werden. Auch in der Kri-
minalistik kann die patientennahe Diagnostik beispielsweise zur Feststellung von Drogenmissbrauch
eingesetzt werden.

Bei Diabetes ist der Vorteil der Glucose-Selbstkontrolle durch den Patienten unumstritten. Cagliero und
Mitarbeiter bestatigten durch ihre Studie, dass auch eine Bestimmung des HbAlc-Wertes wéhrend
des Arztbesuchs und ein darauf aufbauendes Patientengespréach eine Verbesserung der Stoffwech-
sellage bewirken (Cagliero, 1999). Sie verwendeten fur die HbAlc-Bestimmung das Bayer Tischgerat
DCA 2000, das Messungen von Einzelproben ermdglicht, wahrend die meisten Standardmethoden
auf Hochdurchsatzmessungen ausgelegt sind. Der Bedarf an schnellen, prézisen, leistungsstarken
Geréaten fur die Vorortanalyse von Blutproben ist nach wie vor gegeben. Besonders attraktiv erscheint
dabei ein Gerét, bei dem die aktuelle Glucosekonzentration und der HbAlc-Wert parallel bestimmt

werden kénnen.
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1.5 Enzyme und Antikdrper als Erkennungselemente
in der Bioanalytik

1.5.1 Enzymatische Tests

Vorteil der Enzymkatalyse gegenlber den klassischen chemischen Analysen und Synthesen ist, dass
unter milden Bedingungen nebenproduktfreie Reaktionen mit hoher Ausbeute erméglicht werden. Da
Enzyme selektiv sind, ist eine Aufbereitung des Untersuchungsmaterials (z.B. Auftrennung oder Isolie-
rung der zu analysierenden Substanz) meist nicht notwendig.

Enzyme sind ein nicht mehr wegzudenkendes Werkzeug sowohl in der klinischen Diagnostik aber
auch in der Lebensmittel- und Umweltanalytik. Dabei beruht die enzymatische Analyse auf der direkten
Konzentrationsbestimmung von Substanzen, der Bestimmung der katalytischen Aktivitat oder der indi-
rekten Quantifizierung von Substanzen durch enzymmarkierte Komponenten. Klassische Metaboliten,
die routinemaRig in der klinischen Enzymologie untersucht werden, sind Glucose (Glucoseoxidase
GOD, Glucosedehydrogenase GDH, Hexokinase HK), Cholesterin (Cholesterinoxidase COD), Trigly-
ceride (Lipasen), Harnsaure (Uricase), Harnstoff (Urease). Fir die Diagnose von Organ- und System-
erkrankungen sind die Aktivitatsbestimmungen der Lactatdehydrogenase (LDH)-Isoenzyme und
Creatin-Kinase (CK) essentiell (Greiling, 1989).

Methodisch kénnen die enzymatischen Tests in die Endpunkts- und die Kinetische Bestimmung unter-
teilt werden. Bei der Endpunktsbestimmung erfolgt eine komplette Umsetzung des Substrats, wahrend
bei den kinetischen Tests Umsatzraten gemessen werden (Bergmeyer, 1983).

Besitzt das Substrat oder das Produkt ein Absorptionsmaximum | ma im UV/VIS-Bereich, kann die
Reaktion direkt optisch detektiert werden (Einstufen-Reaktion). Klassische Beispiele hierfur sind die
Reduktion von Pyruvat zu Lactat durch die Lactatdehydrogenase mit Nicotinamidadenindinucleotid
(NADH) als Cofaktor (I max = 340 nm) und die Oxidation von Harnsaure zu Allantoin (I max = 293 nm)
durch die Uratoxidase. Voraussetzung ist jedoch, dass die Probenmatrix nicht in diesem Wellenlan-
genbereich absorbiert.

Wenn weder Substrat noch Produkt im UV-VIS-Wellenbereich absorbieren, kann mit Hilfe einer Fol-
gereaktion ein detektierbares Produkt erzeugt werden (gekoppelte Enzymreaktion). Beispielsweise
kann Glucose Uber eine gekoppelte Hexokinase/Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase Reaktion quan-
tifiziert werden, wobei NADPH (I max = 340 nm) entsteht.

Eine Visualisierung der enzymatischen Umsetzung wird durch Kombination mit Farbstoff-bildenden
Reaktionen realisiert. Meist handelt es sich um Redoxreaktionen, wobei als Elektronenubertrager zwi-
schen Produkt (NAD(P)H bei Dehydrogenasereaktionen oder H,O, bei Oxidasereaktionen) und Farb-
stoff Enzyme der Atmungskette, Diaphorase, Peroxidase oder synthetische Komponenten wie 5-
Methylphenazinmethylsulfat (Phenazinmethosulfat, PMS) verwendet werden. Als Farbstoffe flr
NAD(P)H-abhangige Reaktionen eignen sich Methylenblau, 2,6-Dichlorphenolindophenol (DCPIP),
Kaliumhexacyanoferrat(lll), und Tetrazoliumsalze (NBT, TNBT). Chromogene Substrate fir die Per-
oxidasereaktion sind Benzidine (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB), o-Dianisidin, o-Tolidin), Azover-
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bindungen (2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline-sulfonsaure] (ABTS)) und die als Trinder-Reagens
bezeichnete Mischung aus Phenol und 4-Aminoantipyrin.

Grol3teils werden die enzymatischen Tests im Reagenzglas bzw. in der Kivette durchgefiihrt. Eine
Analytik besonderer Art bieten die Streifentests mit trdgergebundenen Reagenzien (,Trockenchemie®;
Sonntag, 1988). Der wesentliche Unterschied zur konventionellen ,Nasschemie“ besteht darin, dass
das Losungsmittel fir den Reaktionsansatz ausschlie3lich aus der Probe stammt. Die chemischen
Reaktionen laufen dabei in dunnen Filmschichten ab, in denen die erforderlichen Reagenzien
(Enzyme, Farbstoffe) immobilisiert vorliegen. Die Detektion geschieht nach Ablauf der Indikatorreak-
tion reflektometrisch. Wichtige Anwendungen sind die qualitative und quantitative Bestimmung von
Glucose, Ketonkérper, Harnstoff, Bilirubin und Triglyceriden. Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass
das Uberschissige Blut vor der Detektion entfernt werden muss und dass eventuell vorhandene Blut-
reste die Messung beeinflussen kénnen.

Durch die Einfuhrung von Teststreifen fur die Glucosebestimmung wurde die Diabetesselbstkontrolle
erst ermdglicht, denn die Erfassung von aktuellen Blutglucose-Werten ist die Voraussetzung fur die
Selbstadaption der Therapie (z.B. Dosis der Insulininjektion, Einnahme von oralen Antidiabetika).

Fur HbAlc sind bisher keine Teststreifen verfugbar, was den Bedarf an Forschungsaktivitaten hin-
sichtlich einer schnellen Methode der HbAlc-Bestimmung unterstreicht.

1.5.2 Immunoassays

1.5.2.1 Antikorper

Antikdrper (Ak) sind Glykoproteine, die in hdheren Wirbeltieren zur spezifischen Abwehr gegen
Krankheitserreger in den B-Lymphozyten gebildet werden (humorales Immunsystem). Wie in Abb. 1.7
schematisch dargestellt, bestehen Antikdrper aus 2 identischen ,schweren” (,heavy*, H) und 2 identi-
schen ,leichten* (,light*, L) Polypeptidketten, die sich zu symmetrischen Dimeren mit Y-férmiger
Struktur anordnen. Die H-Kette hat, abhéangig von der Antikérperklasse, 3 oder 4 konstante Regionen
(C-Regionen) und eine variable Region (V-Region), jede L-Kette eine konstante und eine variable
Region. Die variablen Regionen liegen am aminoterminalen Ende der jeweiligen Polypeptidkette und
bilden die Antigen-bindende Doméane aus (Paratop).

Hinsichtlich molekularem Erscheinungsbild und Funktion werden 5 Immunoglobulin (Ig) Klassen
unterschieden: IgG, IgA, IgM, IgE, IgD, wobei das IgG mit 75 % den Hauptanteil der Antikérper aus-
macht. In Tab. 1.3 werden detaillierte Angaben zu den Eigenschaften der Ig-Klassen gemacht.



Einleitung 13

Antigen
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung eines Antikdrpers vom IgG-Typ (links), dessen Fa.-Fragment
(rechts unten) und ein ,single chain“-Antikbrper bestehend aus den variablen Peptidketten (rechts
oben). H = ,heavy“, schwere Polypeptidkette,L = ,light*, leichte Polypeptidkette V = variabel, C =
konstant (Bildquelle: http://aximtl.imt.uni-marburg.de/~rek/AEPStart.html)

Von herausragender Bedeutung ist die Antigen-Spezifitdt, d.h. die Fahigkeit, selektiv eine bestimmte
Struktur zu binden. Das macht die Antikdrper zu einem wichtigen Werkzeug nicht nur in der The-
rapie (Schutzimpfung), sondern auch in der Analytik (Diagnostik). Die Produktion ausreichender Ak-
Mengen mit definierter Spezifitat ist dafir essentiell.

Die naturliche (in-vivo) Antikdrper-Erzeugung erfolgt als Antwort auf korperfremde Agenzien, indem
unterschiedliche Immunzellen zum Wachstum stimuliert werden. Die resultierenden Antikérper knnen
gegen verschiedene Epitope des Erregermolekiils gerichtet sein und kdnnen sich beziiglich ihrer Affi-
nitdten unterscheiden. Man bezeichnet sie daher auch als polyklonal.

Einen Meilenstein in der Immunologie stellt die Methode von Kéhler und Milstein zur Produktion
monoklonaler Antikdrper (mAk) dar, fur die sie 1984 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurden
(Kohler, 1975). Es gelang ihnen, Milzlymphozyten durch in-vitro Verschmelzung mit Myelomzellen
dauerhaft vermehrungsfahig zu machen. Nach der Selektion der Hybridzellpopulation (Klon), die den
gewlnschten Antikdrper bildet, kann die Produktion in grof3eren Mengen, z.B. in der in-vitro Massen-
kultur erfolgen. Das Ergebnis sind baugleiche, gegen dasselbe Epitop gerichtete Antikdrper. Mit dieser
Methode kdnnen im Prinzip Antikérper gegen jede beliebige Struktur hergestellt werden, die immu-
nogen und stabil ist. Ein Nachteil ist, dass die Immunisierung eines Versuchstieres notwendig ist.
Etabliert ist diese Methode fur Mauszell-Linien.
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Tab. 1.3: Physikochemische und biologische Charakteristika der Antikérperklassen (Harlow, 1988)

IgG IgA IgM IgE IgD
Schwere Kette g a m e d
Leichte Kette k oder | k oder | k oder | k oder | k oder |
Molekularformel ko azkz mk, ek, dk>

ol 2 aol » ml 2 el 2 dal 2
Struktur \( ( \( \(
Subklassen 1,2,3,4 1,2 1,2 - -
Valenzen 2 2,4 10 2 2
Molekulargewicht (g/mol) 150000 160000 850000 196000 172000

320000

Kohlenhydratanteil (%) 3 5-6 12 12 12
Konzentration im Serum 8-16 1-4 0,5-2 0,01-0,4 0-0,04
(9/L)
Funktion Sekundar- Schutz der Primar- Abwehr von ?

antwort Schleimhaute antwort Parasiten,

Allergene

Als Alternative zu den poly- und monoklonalen Antikdrpern wurden in den vergangenen Jahren Ver-
fahren zur Herstellung rekombinanter Antikdrper entwickelt (Winter, 1998). Dabei werden die Antikor-
pergene aus einer RNA-Population heraus isoliert und subkloniert. Oft wird das Molekdl auf die varia-
blen Teile reduziert, welche durch einen synthetischen Linker verbunden werden ("single chain variable
Fragments" = scFv). Die Genfragmente werden schlie3lich in E. coli exprimiert. Durch gezielte Fusion
einzelner Genfragmente kdnnen bispezifische oder multifunktionale Molekile hergestellt werden.
Antikoérperbibliotheken, die bis zu 10 unabhangige scFv-Klone enthalten kénnen, bieten zudem die
Maoglichkeit, die Selektion funktioneller Elemente erst nach der Klonierung durchzufiihren. Der Immu-
nisierungsschritt wird dabei ganzlich umgangen. Biotechnologie-Firmen wie beispielsweise Morphosys
und CAT (Cambridge Antibody Technology) haben sich auf die Generierung von synthetischen Ak-
Banken spezialisiert, die sie gegen Lizenzgebihren zur Verfigung stellen.
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1.5.2.2 Testformate

Immunoassays (lIA) sind Analysenverfahren, die Antikérper-Antigen (Ak-Ag) Wechselwirkungen aus-
nitzen. Der spezifische Nachweis des Analyten erfolgt prinzipiell in 2 Schritten: Nach Bildung des Ak-
Ag Komplexes wird dieser meist Uber eine Hilfsreaktion durch ein Markermolekil detektiert. Der Analyt
kann dabei das Antigen oder auch der Antikdrper selbst sein. Je nachdem, ob nach Bildung des Im-
munkomplexes Separationsschritte erfolgen, unterscheidet man zwischen homogenen und hetero-
genen IAs. Haufig wird auch nach dem verwendeten Detektionsprinzip eingeteilt.

Homogene Testformate

Bei homogenen Immunoassays (IA) wird die Aktivitdt des sighalerzeugenden Molekils durch Bindung
des Antikdrpers moduliert. Verschiedene Testformate wurden entwickelt, bei denen das Hapten
und/oder der Antikdrper entweder mit

einem Enzym (EMIT, engl. Enzyme Multiplied Immunoassay Technique),

einem Paar kooperierender Enzyme (ECIA, engl. Enzyme Channeling Immunoassay),

einem Enzyminhibitor (EMMIA, engl. Enzyme Modulator Mediated Immunoassay),

einer prosthischen Gruppe (ARIS, engl. Apoenzyme Reactivation Immunoassay System),

einem Cofaktor (CLIA, engl. Cofactor Labeled Immunoassay),

einem Substrat (SLFIA, engl. Substrate Labeled Fluorescence Immunoassay),

einem Fluorophor (FRET, engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer) oder

einem Liposom, in dem das Enzym eingeschlossen ist (LIA, engl. Liposome Immunoassay)
gekoppelt sind (Weller, 2000).

Ein Separationsschritt ist nicht notwendig, wodurch sich die homogenen Tests durch kurze Analysen-
dauern und die Méglichkeit zur Automation auszeichnen.

©)
9
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung des EMIT-Prinzips und Abhangigkeit des Signals (%) von der Antigen-
konzentration. Alle Reaktanden befinden sich im selben Medium. E = Enzym, L = Ligand, S = Substrat, P =
Produkt, Y = Antikérper
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Der erste homogene |IA wurde von Rubenstein (1972) mit dem EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay
Technique) beschrieben. Dabei konkurrieren ein enzymmarkiertes Antigen und das Antigen aus der
Probe um die Bindungsstellen eines Antikorpers (Abb. 1.8). Wird das Enzym-Ag-Konjugat von dem Ak
gebunden, so wird infolge von Konformationsénderungen oder durch sterische Behinderung eine
Reduktion der Enzymaktivitat bewirkt. Das gemessene Signal ist direkt proportional der Analytenkon-

zentration.

Der ECIA (Enzyme Channeling Immunoassay) basiert auf einer Enzym-gekoppelten Reaktion, bei der
das erste Enzym das zweite mit seinem Produkt ,speist‘. Die Umsatzrate wird erhéht, wenn beide
Enzyme sich in unmittelbarer Néhe befinden, z.B. Uber eine Ag-Ak Wechselwirkung. In dem in Abb.
1.9 gezeigten Schema ist der Ligand kovalent an das Enzym 1 (E:) gekoppelt und der Antikdrper mit
dem Enzym 2 (E;) auf Klgelchen (,Beads") koimmobilisiert (Ngo, 1981). Ohne Analyt in der Lésung
kann das Enzym 1-Konjugat vom Antikdrper gebunden werden, was zu einer Signalerh6hung fihrt.

C A AT
( -~

Abb. 1.9: Prinzip des ECIA und Abhangigkeit des Signals von der Antigenkonzentration. Alle Reaktanden
befinden sich in demselben Medium. E = Enzym, L = Ligand, S = Substrat, P = Produkt, Y = Antikorper

Eine besondere Form des homogenen IAs stellt der Immunoagglutination-Assay dar. Antikorper, die
auf Latex-Partikeln immobilisiert sind, werden mit der Probe inkubiert. Die resultierende Agglutina-
tion (,Verklumpung“) fuhrt zu einer Absorptionsanderung, die proportional der Antigenkonzentration
aus der Probe ist. Probleme bereitet vor allem die Hydrophobie der Latex-Oberflache, die zu unspezi-
fischer Anlagerung und somit zur Kontamination automatischer Analysengeréate fuhrt. Eine Variante
stellt das kompetitive Verfahren dar, das beispielsweise im Tina-gant Il Assay zur HbAlc-Bestimmung
eingesetzt wird (Kap. 1.3.1). Dort konkurriert ein synthetisches Polyhapten und der Analyt um die Bin-
dungsstellen des Antikorpers in Loésung (Holownia, 1997). Je weniger Analyt in der Probe, desto aus-
gepragter ist das Netzwerk aus Polyhapten und Antikdrper. Die Immunaggregate werden turbidime-
trisch detektiert (Abb. 1.6), wobei das Signal invers proportional zur Analytenkonzentration ist.

Anwendung finden homogene IAs zur Bestimmung von Hormonen, Drogen und Plasma-Proteinen.
Allerdings fuhren Matrixeffekte, die durch interferierende Substanzen in Blut-/Urinproben hervorge-
rufen werden, zu einer niedrigeren Spezifitdt und einer Verschiebung der Detektionsgrenzen zu
héheren Konzentrationen.



Einleitung 17

Heterogene Testformate

Bei heterogenen Immunoassays wird antikdrpergebundenes und freies Material getrennt. Der Separa-
tionsschritt kann durch Adsorption an eine Festphase (,Solid phase” Technik), durch Prazipation des
Immunkomplexes mit einem zweiten Antikdrper oder mit Ammoniumsulfat, durch Verwendung von
antigenadsorbierenden Mitteln oder durch Mikrozentrifugation durchgefihrt werden. Die gangigste
Methode ist der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), der auf der Festphasentechnik
basiert. Er wurde erstmals von Engvall und Perlmann 1971 zur Bestimmung von 1gG eingesetzt (Eng-
vall, 1971). Seither wurde der ELISA auf vielerlei Weise modifiziert. In Abb. 1.10 sind die wichtigsten
Prinzipien schematisch dargestellt. Eine grobe Einteilung erfolgt in kompetitive (direkt und indirekt) und
nicht-kompetitive Assayformate (Bergmeyer, 1983).

Bei kompetitiven Assays wird zwischen direkten und indirekten Testkonfigurationen unterschieden. Im
direkten ELISA wird ein Unterschuss eines Antikbrpers immobilisiert, um dessen freie Bindungsstellen
das Antigen (Analyt) mit markiertem Antigen konkurriert. Mit zunehmender Analytkonzentration sinkt
die Menge an gebundenem markierten Antigen. Das nach einem Waschschritt gemessene Signal ist
invers proportional der Analytkonzentration. Bei einer speziellen Methode, die neben der direkten
Adsorption der Antikdrper zur Anwendung kommt, wird der Primarantikorper Uber einen Fc.-spezifi-
schen Antikdrper gerichtet immobilisiert. Dies ermdglicht die freie Zuganglichkeit der Antigen-bin-
denden Doméanen und verhindert gleichzeitig die mdgliche Denaturierung des Ak durch die direkte
Adsorption. Beim indirekten ELISA erfolgt eine Kompetition zwischen freiem Analyt und an der Ober-
flache fixierten Hapten um eine begrenzte Anzahl der Antikdrper-Bindungsstellen. Kirzlich wurde ein
ELISA zur Bestimmung von AGEs (,Advanced Glycation Endproducts”) beschrieben, die fir die Fol-
geschaden bei Diabetes mitverantwortlich sind (Nazaimoon, 1998). Dabei erfolgte die Immobilisierung
von den AGEs Uber ein AGE-Rinderserumalbumin-Konjugat.

Beim nicht-kompetitiven Assay reagiert freies Antigen mit einem Uberschuss an freien Bindungsstellen
eines immobilisierten Antikérpers. In der gebrauchlichsten Variante, dem Sandwich-Assay, wird ein
zweiter enzymmarkierter Antikbrper zugegeben, der gegen ein anderes Epitop des Antigens gerichtet
ist. Das nach einem Waschschritt gemessene Signal ist dabei direkt proportional der Antigenkonzen-
tration. Im Doppelsandwich-Immunoassay wird der zweite Antikdrper Uber einen Detektionsanti-
kérper nachgewiesen, der gegen den F.-Teil des zweiten Antikdrpers gerichtet ist.

Eine weitere Variante des nicht-kompetitiven Assays stellt der Immunoenzymometrische Assay (IEMA)
dar, bei dem statt des Antikérpers das Antigen an die Festphase adsorbiert wird. Im ersten Schritt wird
freies Antigen mit einem Uberschuss an Antikorper inkubiert. Nicht gebundener Antikorper wird
anschlielend mit dem immobilisierten Antigen (Affinitdtsmatrix) komplexiert und tber ein Markerenzym
detektiert. Hierbei ergibt sich eine umgekehrte Abhangigkeit des Signals von der Menge des einge-
setzten freien Antigens. Die Affinitdtsmatrix kann aber auch zur Trennung von Uberschissigem Anti-
kérper und loslichem Immunkomplex, der anschlie@end uber ein Markerenzym nachgewiesen wird,
verwendet werden. Es resultiert eine direkte Proportionalitat des Signals von der Antigenkonzentration.
Eremenko (1998) demonstrierte dies am Beispiel eines nicht-kompetitiven Immunoenzymometrischen
Assays zur Bestimmung von Kokain.
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Abb. 1.10: Schematische Darstellungen verschiedener heterogener Enzymimmunoassay-Prinzipien
(Bergmeyer, 1983) und Abhéangigkeit des Signals von der Antigenkonzentration
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Detektionsverfahren

Im ersten Immunoassay, einem RIA zur Bestimmung von Insulin (Yalow, 1959), wurde das Radionu-
klid 1-131 zur Markierung des Hormons verwendet. Der Vorteil eines radioaktiven Markers liegt darin,
dass das Antigen strukturell kaum veréndert wird. Dadurch wird die Bindung mit dem Antikdrper nicht
oder nur unwesentlich beeinflusst. Der Einsatz von radioaktivem Material birgt allerdings ein erhdhtes
Gesundheitsrisiko in sich und erfordert die Einrichtung von speziellen Sicherheitslaboratorien. Als
alternative Markierungsmaoglichkeiten wurden daher zunehmend fluorogene Substanzen (Fluorescein-
und Tetramethylrhodamin-isocyanat, Umbelliferon-Derivate), luminogene Substanzen (Arylhydrazide,
Acridiniumester) und Enzyme eingesetzt. Im Gegensatz zu den Fluoreszenz- bzw. Luminoszenzmar-
kern bewirken Enzyme durch kontinuierliche Umsetzung des Substrats eine Signalamplifizierung. Die
Detektion des Substrats oder des Produkts kann dabei photometrisch, fluorimetrisch, luminometrisch,
amperometrisch oder potentiometrisch erfolgen.

In Tab. 1.4 sind die gebrauchlichsten Markerenzyme aufgelistet.

Tab. 1.4: Enzymmarker fur den Immunoassay (Bergmeyer, 1983)

Enzym Quelle Indikatorreaktion Detektion
Peroxidase Meerrettich H.O./Chromogen photometrisch
H.O>/Luminol luminometrisch
Glucoseoxidase Aspergillus niger H.O./Chromogen/Enzym photometrisch
H.0- amperometrisch
Alkalische Phosphatase E. coli 4-Nitrophenol photometrisch
Kalberdarm 4-Aminophenol amperometrisch
b-D-Galactosidase E. coli 2-Nitrophenol photometrisch
4-Methylumbelliferon fluorimetrisch
Glucoamylase Rhizopus niveus Glucose/NADPH fluorimetrisch
Glucosedehydrogenase Acinetobacter calcoaceticus NADH photometrisch

1.6 Immobilisierungsverfahren fir Biokomponenten

Bei vielen bioanalytischen Methoden (z.B. Biosensoren, Teststreifen) und chromatographischen
Trennverfahren wird die Immobilisierung einer Biokomponente an eine Oberflache vorausgesetzt. Dies
kann durch Adsorption, Geleinschluss oder kovalente Kopplung erfolgen. Als Tragermaterialien dienen
Membrane, Harze, Gele, Partikel, Kunststoffteile auf Basis natirlicher (Starke, Dextran, Cellulose,
Agarose, etc.), modifizierter nattrlicher (Sephadex, Sepharose, modifizierte Cellulose, etc.) oder syn-
thetischer Polymere (Polyacrylate, Polystyren, Polyvinylverbindungen, etc.), aber auch Metalle (Gold,
Platin), Kohlenstoff (Graphit, Glaskohlenstoff), Mineralien und Oxide (Hermanson, 1992).
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1.6.1 Adsorption

Die Adsorption ist das experimentell einfachste Immobilsierungsverfahren, bei dem die Biokompo-
nente und das Tragermaterial nicht chemisch vorbehandelt werden muissen. Die Basis der adsorptiven
Bindung sind elektrostatische, hydrophobe und Van der Waals-Wechselwirkungen, sowie Wasser-
stoffbriickenbindungen. Diese sind stark von den Milieubedingungen (lonenstéarke, pH-Wert,
Losungsmittel) abhangig. Eine Anderung kann unter Umstanden zur Desorption der Biokomponente
fuhren.

Breite Anwendung findet die Festphasenadsorption bei der Protein-Beschichtung von Polystyren der
Mikrotiterplatten im ELISA (siehe Kap. 1.5.2.2).

1.6.2 Einschlussverfahren

Beim Einschlussverfahren wird die Biokomponente in die Matrix eines inerten Materials eingebettet.
Ein besonders schonendes Verfahren ist der Geleinschluss in hydrophile Polymere, z.B. Gelatine, Agar
oder Polyvinylalkohol, vorzugsweise mit oder ohne Vernetzung. Dabei wird das Biomolekil zunéchst
im Sol geldst. Nach erfolgter Gelbildung kann getrocknet werden. Eine Variante des Einschlussverfah-
rens stellt die elektrochemisch-induzierte Abscheidung von Polymerfilmen (Polypyrrol und Derivate,
Polythiophen und Derivate) in Anwesenheit der Biokomponente dar (Cosnier, 1999). Die Immobilisie-
rung erfolgt dabei an der Elektrodenoberflache. Die Schichtdicke und die Proteinbeladung lassen sich
in Abhangigkeit der elektrochemischen Parameter (Stromfluss, Potential, Elektrolysedauer) exakt ein-
stellen. Aufgrund der stabilisierenden Wirkung eignet sich das Einschlussverfahren besonders fir die
Immobilisierung von Enzymen und ganzen Zellen. Infolge der Quellung ist die mechanische Stabilitat
allerdings gering. Ferner konnen die eingebetteten Komponenten aus der Matrix ausgewaschen
werden (,Ausbluten”), was zu Aktivitatsverlust fuhrt. In Biosensoren (siehe Kap. 1.7) hat sich daher die
Verwendung von semipermeablen Membranen (Dialyse-Membranen) bewéhrt. Der Einsatz von gela-
denen Membranen, wie beispielsweise das perfluorierte Polysulfonat Nafiona fuhrt infolge von repul-
siven Kraften der interferierende Substanzen (in Realproben vor allem Ascorbat, Harnsaure, Bilirubin)
zur Erhéhung der Selektivitat (Scouten, 1995).

1.6.3 Kovalente Kopplung

Biokomponenten kdnnen Uber primére reaktive Gruppen (Amino-, Carboxyl-, Hydroxyl- und Sulfhy-
drylgruppen) oder nach chemischer Modifizierung (z.B. Oxidation des Kohlenhydratrests bei Glykopro-
teinen) an die aktivierte Oberflache eines Tragermaterials gekoppelt werden. Die resultierende Bin-
dung ist sehr stark, eine Desorption ist praktisch unmaoglich, was vor allem in Flie3-Systemen von Vor-
teil ist. Prinzipiell kann zwischen gerichteter und ungerichteter Immobilisierung unterschieden werden
(Rao, 1998). Bei der gerichteten Immobilisierung erfolgt die Bindung des Biomolekiils tiber Regionen,
die nicht an seiner biologischen Funktion beteiligt sind, wodurch diese wenig gestort wird. Beim Anti-
korper sind dies der Kohlenhydratrest am F.-Teil oder die Carboxyl- und Sulfhydrylgruppen der Fa-
Fragmente. Die ungerichtete Immobilisierung fuhrt hingegen zu einer zufalligen Orientierung und
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eventuell zur Blockierung des aktiven Zentrums der Biokomponente (z.B. durch Kopplung tber den N-
Terminus der Antikérper-Polypeptidketten, die sich in der Antigen-bindenden Domane befinden).

Fur die Aktivierung des Tragermaterials sind in der Literatur zahlreiche Methoden beschrieben worden
(Hermanson, 1992). Dabei richtet sich die Wahl des Aktivierungsagens nach der Anwendung, der Art
des Tragers und den vorhandenen funktionellen Gruppen.

Gangige Agenzien sind:

T Cyanbromid (CNBr) zur Aktivierung von Hydroxylgruppen

T N-Hydroxysuccinimide zur Kopplung von aminofunktionellen Liganden

T Carbodiimide zur Bildung von Sdureamiden durch Reaktion von Amino- und Carboxylgruppen
T organische Sulfonylchloride (Tresyl- und Tosylchlorid) zur Aktivierung von Hydroxylgruppen

1 Carbonyldiimidazol (CDI) zur Aktivierung von Oberflachen mit Hydroxyl- und Carboxylgruppen
T Epichlorhydrin zur Aktivierung von amino- und hydroxyfunktionellen Oberflachen.

Voraktivierte Tragermaterialien sind auch kommerziell erhaltlich. Beispiele sind CDI-Sepharose,
Eupergitda C mit reaktiven Epoxid-Gruppen, Immunodyne-Membranen und Affi-Gel 10 und 15 zur
Kopplung von Liganden tber priméare Amine.

Eine Mdglichkeit, die Zuganglichkeit und Beweglichkeit des immobilisierten Bioerkennungselements zu
erhohen, bietet die Verwendung von bifunktionellen Verbindungen, die als Abstandshalter (,Spacer*)
zwischen Matrix und Ligand fungieren. Beispiele hierfur sind die Bis-amine Ethylendiamin, 1,6-Diami-
nohexan und 1,3-Diamino-3-propanol, die Dicarbonsdure Bernsteinsaure und deren Dihydrazid-

Derivat, die w-Aminosauren 5-Aminovaleriansaure und 6-Aminocaprionsaure (Hermanson, 1992).

1.7 Biosensoren

Die (Bio)Sensorik gilt als eine Schlusseltechnologie seit den 90er Jahren. Laut einer Frost & Sullivan
Studie (Report 3591, 1998) verdreifachten sich die Umsétze flr Biosensoren in Europa in den ver-
gangenen 7 Jahren. Dabei bildet die medizinische Diagnostik mit den Blutzuckermessgeréaten fur Dia-
betiker mit ca. 90 % den Hauptanteil des Marktsegments. Anwendung finden die Biosensoren auch in
der Umweltanalytik und bei der Prozesskontrolle in der Biotechnologie. In den letzten 3 Jahren wurden
Uber 2200 Manuskripte, die den Term ,Biosensor” enthalten, veréffentlicht (,Web of Science“-Literatur-
Recherche vom Dezember 2001). Diese Daten lassen allerdings erkennen, dass ein deutliches Miss-
verhaltnis zwischen den in der Forschung entwickelten und publizierten Problemlésungen und den

kommerziell erhaltlichen Biosensoren herrscht.
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Abb. 1.11: Schematische Darstellung des Biosensorkonzepts (nach Scheller, 1989): Bioerkennungselement zur
Signalgenerierung und Transduktor fur die Signalumwandlung (Bildguelle: www.lifescience.de)

Charakteristisch fir einen Biosensor ist die enge raumliche Kopplung zweier Funktionselemente in
einem Gerét (Abb. 1.11). Das biologische Erkennungselement (,Biorezeptor”) wechselwirkt spezifisch
mit dem Analyten und generiert dabei einen physikochemischen Effekt, der vom Transduktor in ein
elektronisch messbares Signal umgewandelt wird (Turner, 1987).

1999 wurde von der IUPAC folgende Begriffs“erweiterung” vorgeschlagen (Thévenot, 1999):

Demnach ist ein Biosensor ein sich selbst regenerierender Messfihler, der auf Basis von raumlich
gekoppelten Biorezeptoren und Transduktoren eine kontinuierliche Messung ohne weitere Reagen-
zienzusatze oder Bearbeitungsschritte zulasst.

Dieses Kriterium erfiillen allerdings die wenigsten bioanalytischen Entwicklungen.

Die Biosensoren werden entweder nach verwendeten Transduktor oder nach der Biokomponente
klassifiziert.

Die Umwandlung der molekularen Erkennung kann

T optisch (Absorption, Fluoreszenz, Raman-Streuung, Brechungsindex, etc),

T elektrochemisch (amperometrisch, potentiometrisch, konduktometrisch, kapazitiv),

T thermisch (Thermistor) oder

T mit massensensitiven Techniken (Piezokristall)

erfolgen.

Als Bioerkennungselemente werden Enzyme, Antikdrper, Nukleinsiuren, Bakterien und nicht-immu-
nochemische Rezeptoren (Lektine, Avidin-Biotin, etc.) verwendet. Eine Alternative stellen biomimeti-
sche Systeme dar, die (halb)synthetisch hergestellt werden. Dazu zahlen beispielsweise molekulare
Imprints (Haupt und Mosbach, 1999), Aptamere (Kleinjung, 1998; Stojanovic, 2001), Abzyme (Black-
burn, 1996), Peptidnukleinsauren (Wang, 1998) und lonophore (Walcerz, 1995).
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Eine weitere Unterteilung erfolgt in Metabolismussensoren, bei denen der Analyt katalytisch umgesetzt
wird, und in Affinitatssensoren, bei denen der Analyt nur gebunden wird (Scheller, 1989). Im folgenden
werden reprasentativ fur diese Subklassen die Enzymsensoren und Immunosensoren (IS) naher
betrachtet. Dabei steht die amperometrische Detektion im Vordergrund. Auf die Gensensoren (,DNA-
Chips"), deren Entwicklung fir die Diagnostik zunehmend an Bedeutung gewinnt, kann im Rahmen
dieser Arbeit nicht eingegangen werden. In diesem Zusammenhang wird daher auf aktuelle Uber-
sichtsartikel verwiesen (Bier, 2001; Pividori, 2000).

1.7.1 Amperometrische Enzymsensoren

Bei amperometrischen Enzymsensoren werden Redoxenzyme (Oxidasen, Dehydrogenasen, Oxyge-
nasen, Peroxidasen) mit Elektroden kombiniert. Der Stromfluss wird dabei nach enzymatischer
Umsetzung des Analyten durch Elektronenubertragung vom Enzym zur Elektrode erzeugt. Als Elek-
tronenshuttles kénnen frei diffundierende natirliche Redoxpaare wie beispielsweise O./H.O, und
NAD(P)*/NAD(P)H, synthetische Redoxpaare (,Mediatoren”) wie bespielsweise Ferricen/Ferrocen,
Chinone, Ferri/Ferrocyanid oder tber ein Netzwerk immobilisierte Redoxpaare, z.B. Os(lll)-Komplexe
in sog. Redoxpolymeren dienen. In seltenen Fallen geschieht der Elektronentransfer direkt Uber das
Enzym.

Die Enzymsensoren werden von einer Anwendung dominiert: der Bestimmung von Glucose in Blut
oder Lebensmitteln mit Hilfe der Glucoseoxidase (GOD). Dieses Enzym verwendet als natirlichen
Elektronenakzeptor Sauerstoff (O,), der zu Wasserstoffperoxid (H.O) reduziert wird. Clark (1962)
fixierte erstmalig GOD in einer Membran-Sandwichanordnung unmittelbar vor einer Pt-Elektrode, die
er zur elektrochemischen Messung des Sauerstoffverbrauchs verwendete. Dieses Prinzip wurde von
der Firma Yellow Springs Instrument (YSI) adaptiert und 1974 mit dem Gerat 23YSI vermarktet. Aller-
dings erfolgte die Glucosequantifizierung nicht Gber den Oz-Verbrauch, sondern Gber die H,O,-Bildung.
Durch Nutzung von selektiven Membranen konnte die Stérung von elektroaktiven Substanzen, z.B.
Ascorbinsaure verringert werden. Scheller (1978) hat durch Einsatz einer zusatzlichen Diffusionsbar-
riere hinter der Enzymmembran exakte und schnelle Glucosemessungen in Blut und Serum auch ohne
permselektive Membran ermdglicht. Dabei diffundieren die Stérsubstanzen langsamer durch die elek-
trodennahe Membran als H,O,. Dieses Prinzip wurde in einem kontinuierlich messenden Glucoseana-
lysator Ubernommen. Der Einsatz kiinstlicher Mediatoren fiihrte zur Entwicklung und Kommerzialisie-
rung der Kleingeréate zur Blutzuckerselbstkontrolle durch die Firma Medisense, ehemals Genetics
International (Cass, 1984). Beispiele flr handelsiibliche Glucosegeréte sind das FastTaked System
(Johnson&Johnson), das ExacTecha und Precision QID& -Gerat (Abbott Laboratories), Glucometera
Elite und Esprit (Bayer), Accucheck Advantaged (Roche Diagnostics). Diese Gerate verwenden ohne
Ausnahme Wegwerfsensoren. Fiur die Glucose-Bestimmung werden 3-15 ul Kapillarblut benétigt. Der
Messbereich dieser Gerate liegt zwischen 10-500 mg dI* (0,6-27 mM) bei Messzeiten von 15-60 s.
Aktuelle Forschungen befassen sich mit der Entwicklung von schmerzfreien, nichtinvasiven Bestim-
mungsmethoden bzw. implantierbaren Glucosesensoren fiir eine kontinuierliche Uberwachung

(Renard, 2001). Eine nahezu schmerzfreie Messung ist mit dem FreeStyled -Gerat von TheraSense,
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Inc. mdglich. Durch Verwendung eines kapillarférmigen Sensors werden Blutstropfen in der GroRen-
ordnung von nur 0,3 pl bendtigt. Mit der GlucoWatcha von Cygnus, Inc., die wie eine Uhr am Handge-
lenk getragen werden kann, wird Glucose endoosmotisch aus der interstitiellen Flissigkeit (ISF)
extrahiert und enzymatisch umgesetzt (Tierney, 2000). Ein Messzyklus dauert 20 min, wobei eine
Einpunktskalibrierung alle 12 h durchgefiihrt werden muss. Die Fa. SpectRx entwickelte einen Micro-
porator zur Entnahme von interstitieller Flissigkeit. Dabei wird die Haut mit einem Laser perforiert, so
dass ISF durch die Mikroporen in ein ,Pflaster®, das mit einem Glucosesensor gekoppelt ist, flieRen
kann. Im Accu-Checka D-Tectora wird die Biophotonik-Technologie von SpectRx genutzt, um Glu-
cose durch Reflexion von blauen Licht im Augapfel zu quantifizieren. Dieser Analysator wurde in
Kooperation mit Roche Diagnostics entwickelt. Ebenfalls auf Basis optischer Methoden funktioniert der
Dream Beam Analyzer von Futrex, Inc. Dieses Gerét verwendet NIR-Licht fir die nichtinvasive Blut-
zuckerbestimmung. Dabei wird ein fiir die Glucose charakteristisches Spektrum generiert, das eine
Analyse erlauben soll. Aufgrund von storenden Matrixeffekten hat dieses Verfahren bislang keine
Marktreife erlangt.

1.7.2 Amperometrische Immunosensoren

Amperometrische Immunosensoren (IS) wurden zum Nachweis eines breiten Spektrums an Klinisch
relevanten Molekilen, wie Creatinin, Hormone, Parameter des Fettstoffwechsels, Herzinfarktmarker,
mit Detektionsgrenzen bis in den picomolaren Bereich entwickelt. Dabei resultiert die hohe Selektivitat
und Sensitivitdt aus der Kombination von Antikérpern und Elektroden. Bioanalytische Systeme, bei
denen der Antikdrper zwar am Testablauf beteiligt ist, aber nicht als biologisches Erkennungselement
im Sensor integriert ist, zahlen strenggenommen nicht zu den IS, werden aber haufig mit diesem
Begriff in Verbindung gebracht. Das ist der Fall, wenn beispielsweise das Antigen statt des Antikérpers
vor der oder auf die Sensoroberflache immobilisiert wird. Aber auch nichtimmunochemische moleku-
lare Erkennungselemente, die &ahnliche Bindungseigenschaften wie Antikorper aufweisen, werden
zunehmend eingesetzt, z.B. Protein A und C, Avidin-Biotin (Tijssen, 1993), natlrliche Bindungspro-
tein/Hapten-Paare wie b-Lactoglobulin/Folsédure, Retinol-bindendes Protein/Vitamin A Metaboliten,
Thyroxin-bindendes Globulin/Thyroxin, u. &. (Greiling, 1989). Diese Sensoren sollten jedoch dann all-

gemein Affinititssensoren genannt werden.

Die Grundprinzipien der IS leiten sich in der Regel von den klassischen IA ab (Kap. 1.5.2.2). Der
Nachweis des Bindungsgeschehens erfolgt bei den amperometrischen IS meist indirekt Uber eine
Hilfsreaktion. Dabei wird entweder die Zu- oder Abnahme der gebundenen Menge eines Markermole-
kils (Enzym, redoxaktive Verbindung) detektiert. Diese Systeme werden folglich auch als ,indirekte
Immunosensoren” bezeichnet (Morgan, 1996).

Fur die Immobilisierung der Immunoreaktanden kommen alle in Kap. 1.6 beschriebenen Methoden
zum Einsatz. Die folgenden Beispiele sind eine kleine Auswahl der in der Literatur beschriebenen
Immunosensoren, die teilweise bereits in der medizinische Diagnostik eingesetzt werden.
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Auf Basis von Einwegdunnschichtelektroden, an denen IgE-Molekiile adsorptiv gebunden wurden,
wurde ein IgE-Immunosensor nach dem Kompetitions- und Verdrangungsprinzip beschrieben
(Kreuzer, 2001). Als Markerenzym diente alkalische Phosphatase (ALP), deren Reaktionsprodukt
p-Aminophenol bei +300 mV vs. Ag/AgCI detektiert wurde. Mit dem Kompetitionsassay konnte ein
Detektionslimit von 10 ng ml! erreicht werden, wahrend beim Verdréangungsassay der lineare Mess-
bereich zwischen 100-1500 ng ml* lag.

Sensoren zum raschen Nachweis eines frilhen Herzinfarktmarkers, des Fettsaurenbindungsproteins
(engl. ,fatty acid binding protein, FABP) wurden auf Basis von tragerfixierten anti-FABP-Antikdrper
entwickelt (Siegmann-Thoss, 1996). Als Tragermaterial wurde dabei Nitrocellulose und Immunodyne-
Membranen (voraktiviertes Nylon) eingesetzt, die vor eine modifizierte Clark-Elektrode gespannt
wurden. Gebundenes FABP wurde mit einem GOD-markierten Detektionsantikdrper nachgewiesen.
Die Empfindlichkeit des Sensors reichte fir eine Messung im Konzentrationsbereich zwischen 100
und 350 ng ml* aus. Durch Ubertragung der Konfiguration auf Einwegdinnschichtelektroden und
durch Verwendung von ALP als Enzymmarker konnte der lineare Messbereich hin zu niedrigeren
Konzentrationen erweitert werden (10-350 ng ml?; Schreiber, 1997). Im Rahmen des EUROCARDI-
Projekts wurde der FABP-Sensor bis zur Marktreife optimiert (Key, 1999).

Immunodyne ABC-Membranen wurden ebenfalls zur kovalenten Immobilisierung von polyklonalen
Antikdrpern gegen Lactat Dehydrogenase Isoenzym 1 (LD-1) verwendet (Kelly, 1998). Gebundene
LD-1 Aktivitaten wurden tber die Abnahme der NADH-Oxidation an der Pt-Arbeitselektrode bei +600
mV vs. Ag/AgCIl gemessen. Der lineare Messbereich lag zwischen 0,4 und 1,3 U ml™.

Auf Basis von Einweg-Membranen wurde ein IS fiir Apolipoprotein E (Apo E) im Sandwich-Format
entwickelt (Meusel, 1995). Dabei wurden Apo E-Antikorper orientiert Uber deren oxidierten Kohlenhy-
dratrest an hydrazid-funktionalisierte Cellulose-Membranen immobilisiert. In Vorexperimenten konnte
gezeigt werden, dass Cellulose-Membranen im Vergleich zu den dickeren Nylon-Membranen (150 pm)
prinzipiell bessere Diffusionsbedingungen fiir die redoxaktive Verbindung p-Aminophenol aufweisen.
Mit dem Apo E-Sensor konnte ein linearer Konzentrationsbereich von 50-1000 ng ml* erfasst werden.

Der empfindliche Nachweis von Creatinin mit Hilfe eines IS wurde mdglich, nachdem es erstmals
gelang, geeignete Antikbrper gegen Creatinin zu generieren (Benkert, 2000a). Das Messprinzip basiert
auf einem kompetitiven Assay mit GOD als Markerenzym, wobei ein Membran-immobilisiertes Crea-
tinin-Derivat mit dem Creatinin aus der Serum-Probe um die Bindungsstellen des anti-Creatinin Anti-
korpers konkurriert. Nach einem Waschschritt wird die gebundene GOD uber das produzierte H,O, an
einer Pt-Arbeitselektrode (+600 mV vs. Ag/AgCI) angezeigt. Eine Regenerierung mit HCI ist ohne Ver-
lust der Bindungskapazitéat mdoglich. Die Nachweisgrenze liegt bei 9 nM.
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Eine originelle Variante zum oben beschriebenen Creatinin-Sensor stellt der pseudohomogene IS zur
Bestimmung von Creatinin nach dem SERI-Prinzip (Size Exclusion Redox-Labeled Immunoassay) dar
(Benkert, 2000b). Dabei wird die Serum-Probe mit anti-Creatinin Antikérper und redoxmarkiertem
Creatinin inkubiert. Ungebundes Creatinin-Konjugat kann eine Cellulose-Membran mit einer Aus-
schlussgrenze von 20 kD passieren, wahrend der Antikorper-Creatinin-Komplex aufgrund der Grof3e
zurlickgehalten wird. Als Redoxmarker wurde 2-Acetamido-3-chloro-1,4-naphthoquinon verwendet,
das bei -200 mV vs. Ag/AgCI elektrochemisch umgesetzt wird. Mit diesem Prinzip konnten Creatinin-
Konzentrationen von 90 nM bis 100 uM nachgewiesen werden.

Pseudohomogene IS zur Bestimmung von viralen Antigenen (CD4-gpl20), Bakterien (Staphylococcus
aureus) und humanen Luteinisierungshormon (hLH) wurden auf Basis des ,Enzym-Channeling“-Prin-
zips realisiert (Rishpon, 1997; Ivnitski, 1996). Diese IS erfordern keinen Waschschritt. Auf einer Poly-
ethylenimin-modifizierten Elektrode wurden GOD und Antikérper koimmobilisiert. Fir die Immunreak-
tion wurde die Immunelektrode in die Testldsung mit Antigen (Analyt), Antigen-POD-Konjugat, Glucose
und lodid getaucht. Durch gebundenes Antigen-POD-Konjugat wurde die POD in unmittelbare Nahe
zur GOD gebracht, die die POD mit H,O, ,speiste”. In Folge setzte die POD lodid zu lod um, das an
einer Graphit-Elektrode bei 0 V vs. SCE reduziert wurde. Die Polyethylenimin-Schicht bewirkte dabei
eine Verbesserung des Signal/Rausch-Verhdltnisses, indem lodid-lonen nahe der Elektrode akkumu-
liert und positiv geladene, interferierende Substanzen aus der Matrix ferngehalten wurden.

Ein interessanter Ansatz zur Bestimmung des pathogenen Pilzes Trichophyton rubum (TR) stellt der IS
auf Basis von koimmobilisierten Antikdrper und Cholinesterase (ChE) und einer Quecksilberfilmelek-
trode als Transduktor dar (Medyantseva, 2000). Durch Bindung des Antigens wird die Aktivitat der ChE
moduliert, welche Butyrylthiocholiniodid zur freien Thiol-Komponente hydrolysiert. Durch Wechselwir-
kung des Thiols mit dem Elektrodenmaterial (Quecksilber) entsteht eine redoxaktive Verbindung, die
im O-freien Boratpuffer bei -0,55 V reduziert wird. Die untere Nachweisgrenze fur TR liegt angeblich
bei 10'* mg ml*bei einer Gesamt-Messdauer von <20 min.

Fur in-vivo Messungen von Hormonen, z.B. Corticosteroide, Prolactin und Oxytocin, wurde ein kom-
petitiver Immunoassay mit Mikrodialyse-Techniken kombiniert (Cook, 1997 und 1998). Polyklonale
Antikdrper wurden auf einer Pt-Elektrode immobilisiert, die innerhalb einer nadelférmigen Sonde plat-
ziert wurde. Die Sonde wurde wie ein Katheter intravaskular eingefiihrt und mit Blut equilibriert. Uber
eine Schlauchverbindung wurde POD-markiertes Antigen zugefihrt, das zusammen mit dem endo-
genen Hormon um die freien Bindungsstellen des immobilisierten Antikérpers konkurrierte. Nach
einem Waschschritt konnte die Enzymaktivitat tber die H.O.-Bildung amperometrisch detektiert
werden. Es wurden Nachweisgrenzen von pg ml* erreicht. Die Sensoroberflache wurde anschlieRend
durch Spulen mit 1 mM HCI regeneriert. Ein Messcyclus dauerte ca. 3 min.
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1.8 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, neue Prinzipien zur biosensorischen Bestimmung von glykiertem
Hamoglobin (HbA1c) zu entwickeln.

Zwei Biosensorkonzepte sollen dazu néher untersucht werden:

Fur die Entwicklung eines Enzymsensors soll eine neuartige Fructosylamin Oxidase (FAO) aus Pichia
pastoris auf die Fahigkeit der enzymatischen Umsetzung von HbA1lc getestet werden. Hier gilt es, das

Enzym zu isolieren, aufzureinigen und sensorisch anzuwenden.

Fur einen Immunosensor sollen zunéchst in der Literatur bekannte niedermolekulare Liganden, die
hinsichtlich funktionaler Stabilitdt und Kosten Vorteile zeigen kénnen, und Biokomponenten fur die
spezifische Erkennung von Hamoglobin (Hb) ausgewahlt und charakterisiert werden. Affinitaten und
Bindungskinetiken sollen mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie untersucht
werden. In Kombination mit HbAlc-spezifischen Antikbrpern sollen dann kompetitive und nicht-kom-
petitive Immunoassays etabliert und fur die Sensorapplikation adaptiert werden. Dazu soll die Immobi-
lisierungsprozedur fur jeden Liganden speziell ausgearbeitet werden. Die Indikation der immunoche-
mischen Reaktion sollte indirekt Uber eine enzymatische Hilfsreaktion erfolgen. Als Markerenzym ist
Glucose Oxidase vorgesehen.

AbschlieRend sollen die entwickelten Enzym- und Immunosensoren bezlglich Spezifitat, Sensitivitat
und praktische Anwendbarkeit verglichen werden. Der Messbereich soll zwischen 5-20 % HbAlc
bezogen auf Gesamt-Hb betragen. Die Detektionsgrenze soll unter 10 uM HbA1c liegen. Die Testfor-
mate sollen so gestaltet werden, dal® die HbAlc Bestimmung auf der Sensoroberflache mit ampero-
metrischer Detektion ausfuhrbar ist. In Hinblick auf eine patientennahe Diagnostik sollte eine Adaption
an kommerziell erhaltliche elektrochemische Analysengeraten maoglich sein.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Biochemikalien und Kits

Substanz

Bezugsquelle

Acetonitril

4-Aminoantipyrin (4-AAP)
1-(3-Aminopropyl)-imidazol

p-Anisidin

BCA Protein Assay Kit
Benzenhexacarbonsaure (BHC)
Benzentetracarbonsaure (BTC)
Bernsteinsauredihydrazid (BHZ)
1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI)

Casein

Crotein C
1-Cyano-4-dimethylaminopyridin (CDAP)
1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan
2,6-Dichlorphenolindophenol (DCPIP)
2,6-Dimethylphenylisocyanid
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylenglykol

D(+)Glucose

Glucoseoxidase (GOD) aus Aspergillus niger
Avidin markierte Glucoseoxidase
Guanidiniumhydrochlorid in Wasser (8 M)
Hamoglobin (Hb), human (Hb)
Hamoglobin-Ao, human (HbAo)
Hamoglobin-Alc, human (HbAlc)
Hamoglobin-Alc, human (HbAlc)
Hamoglobin-Alc Control Set

Hamoglobin Diagnostic Kit

Haptoglobin, human, Phanotype 1-1
Kaliumcyanid (KCN)

Natriumazid

Natriumborhydrid

meta-Natriumperiodat

Pefablock SC

Peroxidase aus Meerrettich (265 U mg?)
Phenol

Phenoxazinmethosulfat (PMS)
Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000)
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat (Tween20)
Polyvinylalkoholstilbazol (PVA-SbQ), SPP-LS-400
Bio-Rad Protein Assay

Proteinase K (15 U mg?)

Rinder Serum Albumin (BSA)

Rotié - Block

Salzséaure (HCI)
3,3',5,5-Tetramethylbenzidindihydrochlorid (TMB)
Tetrazolnitroblau

Tina-quanta HbAlc Il

Triethylamin (TEA)

TPM-PS

2,4,6-Trinitrobenzensulfonsaure (TNBS)
Trypsin aus Schweine-Pankreas(5400 U mg*?)

Merck, Darmstadt

Wako Pure Chemical Industries, Japan
Aldrich, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Pierce, U.S.A.

Sigma, Taufkirchen

Aldrich, Taufkirchen

Aldrich, Taufkirchen

Fluka, Seelze

Sigma, Taufkirchen

Croda GmbH, Nettetal

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Seelze

Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biozyme Laboratories Ltd., CA, U.S.A.

Jackson Immuno Research Lab., Inc., U.S.A.

Fluka, Seelze

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

US Biological, U.S.A.
Exocell Inc., U.S.A.
Dako, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Aldrich, Taufkirchen
Fluka, Seelze

Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Kanto-Chemical, Japan
Sigma, Taufkirchen
Toyo Gosei Co., Ltd., Japan
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Dojindo, Japan

Alfa Johnson Matthey GmbH, Karlsruhe
Wako Pure Chemical Industries, Japan
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Substanz

Bezugsquelle

Valin (V)

Valin-Glycin (VG)

Valin-Histidin (VH)
Valin-Histidin-Leucin-Threonin-Prolin (VHLTP, PP)
Wasserstoffperoxid

Zymolase aus Arthrobacter Luteus 20T

2.2 Antikorper

Sigma, Taufkirchen

Bachem Biochemica AG, Heidelberg
Bachem Biochemica AG, Heidelberg
Bachem Biochemica AG, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Seikagaku Kogyo, Japan

Ak Typus |Ursprungs- |Antigen Markierung |Bezugsquelle
organismus

aHbAlc IgG Schaf HbAlc - Roche, Mannheim

aHb 19G Kaninchen |Hamoglobin (human) |- DAKO, Hamburg

aHbAlc IgG: |Maus HbAlc - New England Immunology

(Mab) Associate, U.S.A.

aMaus IgG Ziege Maus-IgG, g-Kette GOD Calbiochem, U.S.A

IlgG-GOD

ashBt lgG Kaninchen |Schaf-IgG Biotin Jackson Immuno Research
Lab., Inc., U.S.A.

aHpPOD |1gG Schaf Haptoglobin (human) |POD Biotrend, Kdln

aHbPOD |[lgGi |Maus Hamoglobin (human) |POD US Biological, U.S.A.

aHbA1lc IgG Kaninchen |HbAlc - Strategic Biosolution, U.S.A.

aHbAlc IgM Schaf HbAlc - US Biological, U.S.A.

aHb 19G Kaninchen |Hamoglobin (human) |- DCS

arabbit IgG Schaf Kaninchen-lgG GOD Serva-lab, U.K.

IgG-GOD
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2.3 Gerate und Materialien

Gerat, Material

Bezugsquelle

Biacore 2000

Bio-Spina 6 Saulen

Centrisart C4 (MWCO 10000 und 50000) Mikrozentrifu-
genfilter

DEAE-Toyopearl 650-Saule fur die Anionenaustausch-
chromatographie

Cuprophan-Dialysemembran aus regenerierter Cellulose
Nephrophan-Dialysemembran aus regenerierter Cellulose
BAS-Durchflusszelle 11-1012

ESAT-Durchflusszelle

Eupergitd C

Fermentor 101 KMJ-10C

Filtron (MWCO 10000) Mikrozentrifugenfilter

French Press

GlycoGel Il Boronat Affinitatsgel

12-Kanal-Pipette

1-Kanal-Schreiber

2-Kanal-Schreiber

Mehrkanalreservoirs

Mikrotiterplatten (Maxisorpé )

NAP& 5 Saulen

Minipuls 3 Peristaltikpumpe

Peristaltikpumpe

PD-10 Séaulen

Phast-Gel 8-25

pH-Meter Calimatic F61

Poros SP/H 4,6x100 und 10x100
EP 30 Potentiostat

HA-151 Potentiostat

Pt-Draht (££0,5 mm)

SME 01/13 Pt-Elektrode (£ 1,8 mm)
Pt-Elektrode (A£3 mm)
Rotationsverdampfer RE 111
Thermomixer 5437
Tischzentrifuge 5415D

Titramax 100 Schdttler
Ultrazentrifuge 55P-72
Ultrazentrifuge Optima TL
Waage

Zentrifuge MR 1822

Biacore AB, Schweden
Bio-Rad, Miinchen
Sartorius, Gottingen

Tosoh, Japan

Akzo-Nobel

ORWO, Wolfen

Bioanalytical Systems Co., Ltd., U.S.A
Eppendorf, Kéln

Fluka, Seelze

Mitsuwa Biosystems, Japan
Pall Filtron Corp., U.S.A.
Ootake-Seisakusho, Japan
Pierce, U.S.A.

Costar GmbH, Bodenheim
Ohkura, Japan

Kipp und Zonen, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Nunc, Ddnemark

Pharmacia Biotech, Schweden
Abimed

Atto Co., Japan

Pharmacia Biotech, Schweden
Amersham Pharmacia Biotech,
Schweden

Knick, Berlin

Perseptive Biosystems, U.S.A.
Biometra, Gottingen

Hokuto Denko Co., Ltd., Japan
Goodfellow, Bad Nauheim
Elbau, Berlin

Bioanalytical Systems Co., Ltd., U.S.A
Bichi, Schweiz

Eppendorf, KoIn

Eppendorf, KoIn

Heidolph, Deutschland

Hitachi, Japan

Beckman, CA, U.S.A.
Sartorius, Gottingen

Jouan, Frankreich
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2.4 Methoden

2.4.1 Kultivierung
2.4.1.1 Mikroorganismus
Pichia pastoris N 1-1

isoliert aus Meerwasser an der Kuste der Halbinsel Izu, Shizuoka Préafektur, Japan.

2.4.1.2 Kultur- und Nahrlésungen

Zusammensetzungen der Ausgangslésungen

10 x M9 AB minimal (autoclave brown minimal)  AB (autoclave brown)

0,42 M Na,HPO,
0,22 M KH,PO,
0,19 M NH.CI
0,08 M NaCl

in H,O bidest

0,017 M Glucose
0,02 % Hefeextrakt
in H.O bidest

20 min bei 120 °C autoklavieren

0,83 M Valin
2,78 M Glucose
in H,O bidest

35 min bei 120 °C autoklavieren

Zusammensetzungen der Expressionsmedien

Kulturmedium
0,02 % Hefeextrakt

Vorkulturmedium
135 ml AB minimal

Hefemedium (yeast medium, YM)
20 mM KH,PO,

7,7 mM NaCl 1,5 ml AB 42 mM NaHPO,
38 mM Na,HPO, 1,3 mM MgSO. 22 mM KH,PO,
1,8 mM MgSO. 0,13 mM CacCl, 8 mM NaCl
0,18 mM CacCl, 15 ml 10xM9 111 mM Glucose
1,8 % Glucose 1% AB
4% AB 2 mM MgSO,
in H,O bidest 0,2 M CacCl,

in H-O bidest

2.1.4.3 Kulturbedingungen

Die Kultivierung der Zellen von Pichia pastoris N 1-1 erfolgte nach Sode (2001a). Fur die Anzucht
wurden 3 ml einer 24 h-Schiittelkultur in YM mit 300 ml Vorkulturmedium in einem gekerbten Erlen-
meyerkolben 3 Tage bei 30°C geschiittelt. AnschlieBend wurde die Vorkultur in einen 10 | Fermentor
Uberfihrt und in 7 | Kulturmedium unter aeroben Bedingungen (7 | O, min) bei 30°C 3 Tage kultiviert.
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2.1.4.4 Ernte und Zellaufschluss

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000 g (10 min, 4°C) aus der Kultur geerntet und wie folgt
gewaschen: Das Pellet wurde in 0,85 % NaCl-Lésung resuspendiert, bei 8000 g (10 min, 4°C) zentri-
fugiert, mit 10 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) gewaschen und erneut bei 8000 g (10 min, 4°C)
zentrifugiert. Das Nassgewicht der Zellen lag bei 90 g pro 7 | Kulturansatz.

Fur die Herstellung von Zell-Lysat wurden die Zellen mit Zymolase behandelt. Dazu wurde pro g Zell-
suspension 10 pl 10 mM Pefablock SC zugefuigt und unter Schiitteln bei 30°C 5 h inkubiert. Der Auf-
schluss erfolgte mit einer French Press bei 147 MPa. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei
5000 g (20 min, 4°C) und Ultrazentrifugation bei 40000 g (90 min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand
wurde anschlieRend gegen 10 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,0 dialysiert und als ,Rohextrakt* bei
-80°C aufbewahrt.

2.4.2 Proteinchemische Methoden
2.4.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

nach Bradford

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay nach Bradford
(1976). 25 pl Bio-Rad Protein Assay-Reagenzldsung A wurden mit 200 pl Reagenzldésung B und 5 pl
Proteinprobe vermischt und 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Mes-
sung der Extinktion bei 750 nm. Als Standard wurde in dem Test BSA in verschiedenen Konzentra-

tionen eingesetzt.

mit der BCA-Methode

Bei dieser Methode wird Cu®" durch das Protein zu Cu'* reduziert (Biuret-Reaktion), welches mit 2
Molekilen Bicinchoninsaure einen violetten Chelatkomplex ausbildet (Smith, 1985). Die Absorption ist
der Proteinkonzentration proportional (Arbeitsbereich 20-2000 pug ml?). Es wurde mit dem BCA Protein
Assay Kit von Pierce, U.S.A. gearbeitet und nach der mitgelieferten Arbeitsvorschrift vorgegangen.
Eine BCA-Arbeitslosung (WR) wurde hergestellt, indem 50 Teile Reagens A mit 1 Teil Reagens B
vermischt wurden. Zu 2 ml WR wurden 0,1 ml Proteinlésung (Probe oder Standard fiir die Kalibra-
tionskurve) pipettiert. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend auf RT
abgekihlt und die Absorption bei 562 nm gegen die Referenz bestehend aus WR + H,O bidest
gemessen. Durch Vergleich der Extinktionen der unbekannten Proben mit der Standardkurve wurde
der Proteingehalt ermittelt.

Fur die Proteinbestimmung in Mikrotiterplatten wurden pro Kavitat 200 pl WR pipettiert und wie oben
beschrieben vorgegangen.
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2.4.2.2 Bestimmung der Fructosylamin-Oxidase (FAO) Aktivitat

Aktivitatstest mit DCPIP/PMS

Die Aktivitdt der FAO wurde mit einem kolorimetrischen Assay nach Armstrong (1964) bestimmt.
Dabei wird die enzymatische Oxidation von Fructosyl-Valin (Fru-Val) an die nicht-enzymatische
Reduktion und die daraus resultierende Entfarbung des blauen Farbstoffes 2,6-Dichlorphenolindo-
phenol (DCPIP) gekoppelt, wobei Phenazinmethosulphat (PMS) als Elektronenlibertrager fungiert.

20 ul der Enzymlésung wurden mit 180 ul Reagenslésung (10 mM Fru-Val, 0,86 mM PMS, 0,086 mM
DCPIP) vermischt und 5 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Ein Farbumschlag von blau auf farblos-gelb
war ein Hinweis auf FAO-Aktivitat.

Bestimmung der kinetischen Daten

Fur die Bestimmung der kinetischen Daten K, und Vmax der FAO wurde ein gekoppelter optischer Test
mit Meerrettichperoxidase (POD) und 4-Aminoantipyrin (4-AAP) und Phenol (Trinder-Reagens) ver-
wendet (Trinder, 1969). Das bei der Oxidation von Fru-Val durch die FAO freigesetzte H,O, wird dabei
durch die POD umgesetzt, wobei aus 4-AAP und Phenol ein Quinonimin-Farbstoff entsteht. Aus der
Zunahme der Extinktion pro Zeiteinheit (DE/Dt) bei | =505 nm kann die Enzymaktivitat der FAO direkt
berechnet werden.

Aktivitat [U mi] = DE.V;.1000. 2 [
~ Dt.e.d.Vp
DE : gemessene lineare Extinktionsdnderung
Dt : Messzeitraum in min
e : molarer Extinktionskoeffizient von Quinonimin-Farbstoff (7000 I*mol-1*cm™)
Ve : Gesamtvolumen des Ansatzes in ml
V, : Volumen der in den Ansatz gegebenen FAO-Probe in ml

Da pro Farbstoffmolekiil 2 Molekile H,O. umgesetzt werden, muss mit dem Faktor 2 multipliziert
werden. Den Wert fir die spezifische Aktivitat erhalt man, indem man die Aktivitat in U ml* durch die
Proteinkonzentration der FAO-Probe dividiert. Aus den ermittelten Daten flr die Anfangsgeschwindig-
keit der Reaktion bei verschiedenen Fru-Val-Konzentrationen werden nach dem Linearisierungsver-
fahren von Hanes (Bisswanger, 1994) die Werte fir K, und Vmax berechnet.

[Fru-val] _ [2]

W = V_l . [Fru-VaI] + ﬁ\/l

max Vmax

Zu 170 pl Kaliumphosphat-Puffer (10 mM, pH 7,0) in einem 0,5 ml Eppendorf-Gefa3 wurden 30 pl
Phenol (20 mM), 30 pl POD (20 U mlt), 30 pl Fru-Val und 30 pl 4-AAP (15 mM) pipettiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 10 pl FAO-Lésung (0,9 mg ml?) gestartet, der Ansatz am Vortex durchmischt
und in eine Quarzkuvette in einem Shimadzu UV-1200 Spektrophotometer transferiert. Uber einen
Zeitraum von 8 min wurde die Extinktion alle 60 s protokolliert. Die Messung erfolgte fir Fru-Val-Kon-
zentrationen zwischen 1 und 200 mM.
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2.4.2.3 Bestimmung der Hamoglobin-Konzentration
nach Drabkin

Zur Bestimmung der Hamoglobin-Konzentration nach der Endpunktsmethode von Drabkin (1946)
wurde ein Sigma Test Kit, Produkthnummer 525-A, verwendet. Zu 5 ml Drabkin's Reagens bestehend
aus K;[Fe(CN)s], KCN in Na,CO; wurden 20 pl Hb-Probe pipettiert. Dabei werden die meisten Hb-
Formen durch die Reaktion mit Ferricyanid in Met-Hb (= Hb mit Oxidationszustand von Fe: +3) Uber-
fuhrt, welches Cyanid unter Bildung von Cyano-Met-Hb komplexiert. Der Reaktionsansatz wurde mit
einem Rihrspatel durchmischt und 15 min inkubiert. Aus dem Extinktionswert bei | =530 nm wurde der
Hb-Gehalt nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz berechnet:

E.V;.MG
Ay — G (3]
c (Hb) [mgmi~] = e d. Vs
E : gemessene Extinktion

: molarer Extinktionskoeffizient von Cyano-Met-Hb (11000 I*mol**cm™)

d : Schichtdicke in cm

Vs : Gesamtvolumen des Ansatzes in ml

Vo : Volumen der in den Ansatz gegebenen Hb-Probe in mi
MG : Molekulargewicht des Hb-Monomers (16114 g mol™?)

spektrophotometrisch bei der Soretbande

Nach einem Nullabgleich gegen H.O wurde die Absorption der Hb-Probe bei der Soretbande | =414

nm gemessen und die Hb-Konzentration nach Formel [3] mit e= 131000 I*mol**cm™ berechnet.

2.4.2.4 Probenvorbereitung von HbA1c
Entfernung von Cyanid

187 pl einer 83 uM (5,4 mg ml?) HbAlc-Stammldsung von Exocell wurden 16 h bei 4°C gegen 10 mM
Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) dialysiert, um den Peroxidasehemmer Cyanid zu entfernen. Die
HbAlc-Losung wurde anschlieBend mit einer 30 % (w/v) PEG 6000-Lésung in 10 mM Kaliumphos-
phat-Puffer (pH 7,0) aufkonzentriert. Die Hb-Konzentration nach Drabkin betrug nach 2-stiindiger Dia-
lyse 65 uM (4 mg ml?).

Proteolytische Spaltung von HbA1lc

Eine Spaltung von HbAlc in einzelne Peptidfragmente zur Freisetzung des glykierten N-terminalen
Restes wurde durch Einwirkung von Proteinase K realisiert.

Dazu wurden 40 pl 65 pM HbAZlc-Lésung mit 1 pl 20 mg mi?* (300 Units mlt) Proteinase K 2 h bei
30°C umgesetzt. Die Protease wurde anschlieRend bei 90°C (10 min) inaktiviert. Die pastdsen
Bestandteile wurden abzentrifugiert (25 min bei 10000 rpm, 4°C) und der Uberstand mit dem FAO-
Assay nach Kap. 2.4.2.5 analysiert.
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Denaturierung von HbA1lc

1. Fur die enzymatische Analyse: In 40 pl HbAlc-Lésung (65 pM; von Exocell, Cyanid wurde entfernt)
wurden 23 mg Guanidiniumhydrochlorid vollstéandig aufgelost und die Lésung 5 min bei 56°C inku-
biert.

2. Fur den kompetitiven Immunoassay: 1 pl HbAlc-Stammldésung (112 pM; isoliert aus Eigenblut,
Kap. 2.4.2.6) wurden mit 35 pl 1 M Guanidinhydrochlorid versetzt, 1 min auf 56 °C erhitzt und mit 3
% (w/v) BSA in PBS auf 20 ug ml* verdiinnt.

2.4.25 Bestimmung der HbAlc Konzentration mit einem optischen FAO Assay

HbAlc-Konzentrationen wurden in einer enzymgekoppelten Reaktion mit FAO und POD und dem
neuentwickelten Triphenylmethanfarbstoff TPM-PS der Fa. Dojindo als chromogenes Substrat
bestimmt.

In ein 0,5 ml Eppendorf-Gefal wurden 135 pl 10 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0), 2 ul TPM-PS
(11,5 mg ml?), 35 pl POD (20 Units ml*) und 20 pl HbAlc-Probe (nativ oder vorbehandelt nach Kap.
2.4.2.4) pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl FAO-LOsung gestartet, der Reaktions-
ansatz durchmischt und die Anfangsextinktion bei 591 nm gemessen. Nach 30-120 min wurde die
Extinktion erneut gemessen. Fiur die Auswertung wurde die Differenz aus Anfangs- und Endwert
herangezogen. Die Messung erfolgte fir HbAlc-Proben zwischen 20 und 60 pM.

2.4.2.6 Isolierung von HbAlc aus Eigenblut

Hamolyse von Vollblut

Zu 4 ml 0,9 % Kochsalzlésung in einem 10 ml Zentrifugenrohrchen wurden 2 ml EDTA-Eigenvollblut
pipettiert. Das Plasma wurde durch Zentrifugation bei 1500 g (5 min, 4°C) abgetrennt. Die Erythrocyten
wurden dreimal mit 4 ml 0,9 % Kochsalzlésung gewaschen. Hamolyse erfolgte durch Zugabe von 4 ml
H.O bidest. Um Zellreste zu entfernen, wurde die Mischung 10 min bei 8000 g zentrifugiert. Das
Hamolysat wurde aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

Isolierung und Reinigung von HbAlc mittels Zweistufen-Chromatographie

Die HbAlc Praparation erfolgte in 2 Schritten nach Peterson (1998). Nach Abtrennung der nichtgly-
kierten Hb-Fraktion durch Affinitdtschromatographie unter Verwendung von boronsaurehaltigem Tra-
germaterial erfolgte die Aufreinigung mit der lonenaustauschchromatographie (Kap 2.4.2.7) im préapa-
rativen MaR3stab.
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Affinitatschromatographie

Das Saulenmaterial Glyco-Gel Il Boronate Affinity Gel (Pierce, U.S.A.) wurde laut Herstellerinstruk-
tionen in eine 10 ml Plastiksaule gepackt und mit 10 ml Elutionspuffer und Bindungspuffer (5faches
Séaulenvolumen) konditioniert. 1 ml Hamolysat wurden appliziert und der nichtglykierte Hb-Anteil mit 40
ml Bindungspuffer eluiert und verworfen. Der gebundene glykierte Hb-Anteil wurde mit 15 ml Elutions-
puffer desorbiert und in 3 ml eluiert (visuelle Kontrolle der Rotfarbung des Hb). Mit einem Filtron-Zen-
trifugenréhrchen (MWCO 10000) wurde die HbAlc-Fraktion aufkonzentriert und in Puffer A (Zusam-
mensetzung siehe HPLC-Analyse Kap. 2.4.2.7) fir die IEC umgepuffert.

Die Saule wurde mit 40 ml 0,5 % Essigsaure regeneriert.

lonenaustauschchromatographie

Geratespezifikationen der RAININ-HPLC-Anlage, Pufferzusammensetzung und Trennmethode siehe
Kap. 2.4.2.7.

Saule: SP/10 10 x 100

Flussrate: 5 ml min*

Probeninjektionvolumen: 500 pl

Die Auftrennung der HbAlc-Fraktion, welche mittels Affinitatschromatographie isoliert wurde, erfolgte
wie in Kap. 2.4.2.7 beschrieben. Die HbAlc-Fraktion wurde in einem Reagensglas gesammelt und
zuerst mit einem Filtron-Zentrifugenréhrchen (20 ml, MWCO 10000) und dann mit einem Centrisart-
Zentrifugenréhrchen (2 ml, MWCO 10000) eingeengt und in PBS umgepuffert. Die HbAlc-Stamml-
sung (7,2 - 10 mg ml! nach Drabkin) wurde nach Zugabe von 0,02 % (w/v) Azid (Bakterizid) bei 4°C
aufbewabhrt.

2.4.2.7 Chromatographische Methoden

DEAE-lonenaustauschchromatographie

Zur Isolierung und Reinigung der FAO wurde an einer Tosoh-Chromatographie-Anlage eine Anionen-
austauschchromatographie an DEAE-Toyopearl 650 durchgefihrt. 20 ml des Rohextrakts (Kap.
2.4.1.4) wurden durch einen Filter mit 0,45 pm Porengrof3e filtriert und auf eine 22x200 mm DEAE-
Toyopearl 650 Séaule aufgetragen, die mit 10 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) equilibriert war.
Nach dem Waschen der Saule mit 5 Saulenvolumina Laufpuffer wurden die gebundenen Proteine Uber
einen linearen Salzgradienten (0-0,75 M NaCl, Fraktionsgrésse 5 ml, Flussrate 2 ml min?) eluiert. Die
Fraktionen wurden im Aktivitatstest (Kap. 2.4.2.2) getestet und ihre Reinheit gelelektrophoretisch mit
einem Gradientengel laut Anwenderprotokoll (PhastGel 8-25, Amersham Pharmacia Biotech,
Schweden) Uberprift. Die aktive Fraktion, welche die wenigsten Verunreinigungen zeigte, wurde zur
Bestimmung der kinetischen Daten verwendet.

Zur Aufbewahrung wurden die Fraktionen gegen 10 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) dialysiert, in 1
ml Aliquote aufgeteilt, lyophilisiert und bei -80°C gelagert.
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IEC-HPLC-Analyse von HbAlc

Fiur die Analyse von Blutproben und selbstpraparierten HbAlc-HbAo-Mischungen wurde lonenaus-
tauschchromatographie nach einer modifizierten Vorschrift von Cohen (1994) auf die hauseigene
HPLC-Anlage adaptiert.

Geréte-Spezifikationen:
HPLC-Anlage:
Rainin Instrument mit 2 Pumpen SD-300, UV-D Il Detektor (I 1 = 280 nm, | , = 415 nm), L 7480 Merck

Hitachi Fluoreszenz-Detektor (I ex =280 nm, | gn = 330 nm)
Trennséaule: POROS SP/H (PerSeptive Biosystems) 10 pm, 4,6x100 mm
Flussrate: 1,2 ml min*

Pufferzusammensetzung

Puffer A (pH 6,75) Puffer B (pH 6,54)
12,5 mM NaH,PO., 120 mM NaH.PO,
3,2 mM KCN 10 % Acetonitril

10 % Acetonitril

Die Pufferldsungen wurden vor Gebrauch filtriert und entgast.

Trennmethode

Die Saule wurde mit Puffer A bei 1,2 ml min? equilibriert. Nach der Probeninjektion (100 pl) erfolgte die
Elution in 17 min mit einem Stufengradienten (Puffer A/ Puffer B: 100/0 bei t = 0 min, 70/30 beit =5
min, 30/70 bei t = 10 min, 0/100 bei t = 11-15 min, 100/0 bei t = 17 min). Die Peakidentifizierung
erfolgte mit einem HbAlc-Standard von US-Biological und einem HbAo-Standard von Sigma.

Datenaufnahme

Die Daten wurden mit der Computersoftware Dynamax akquiriert und bearbeitet. Der prozentuale
HbAlc-Anteil vom Gesamthamoglobin errechnete sich aus dem Quotienten der Peakflachen HbAlc
zur Gesamtflache.

2.4.3 Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (BIACORE Messungen)

Das Biacore 2000 Geréat (Biacore AB, Schweden) nutzt den Effekt der Oberflachenplasmonresonanz
zur direkten Beobachtung der molekularen Wechselwirkung eines Analyten und eines immobilisierten
Bindungspartners in Echtzeit. Dabei werden delokalisierte Elektronen in einem ca. 50 nm dicken Gold-
film durch Einstrahlung polarisierten Lichts von der rickwartigen Seite des Sensorchips kollektiv zum
Schwingen angeregt (Plasmonen). Das eingestrahlte Licht wird totalreflexiert, wobei ein elektromag-
netisches Feld (,evanescent wave") einige hundert Nanometer in das umgebende Medium eindringt.
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Mit Hilfe eines Diodenarray-Detektors wird der Resonanzwinkel bestimmt (= Lichtausfallswinkel, bei
dem die gemessene Lichtintensitat ein Minimum hat). Anderungen der Massenbeladung auf der Sen-
soroberflache, hervorgerufen durch Anlagerung und Dissoziation von Molekilen, fiihren zu einer Ver-
schiebung des Resonanzwinkels, die in Resonanz-Einheiten (,response units“, RU) umgerechnet wird.
Das Signal kann zur Quantifizierung des Analyten verwendet werden. Sie liefern aber auch Informa-
tionen Uber Affinitdten der Reaktionspartner und Kinetiken des Bindungsgeschehens. In Abb. 2.1 ist
das optische System und die FlieRzelle des Biacore 2000 Gerats schematisch dargestellit.

Lichtquelle
Detektor Array

Prisma
Opto-Interface

FlieRzelle
\

Mikrofluidik-Kartusche

Abb. 2.1: Optisches System und Fliel3zelle des Biacore 2000

Zur Untersuchung von Ligand-Analyt-Wechselwirkungen wurden die Dextran beschichteten Goldober-
flachen der Sensorchips (CM 5 Chip) analog den in Kap. 2.4.5.2 beschriebenen Immobilisierungspro-
zeduren modifiziert. Die Carboxylgruppen des CM-Dextrans wurden mit NHS und EDC im molaren
Verhéltnis 1:4 aktiviert und daran aminofunktionale Verbindungen und Proteine Uber deren freien
Aminogruppen gekoppelt. Danach wurden Uberschissige, aktive Ester mit 1 M Ethanolamin-Lésung
(pH 8,5) abgesattigt. Als Laufpuffer wurde, wenn nicht anders angegeben, PBS mit 0,005 % (v/v)
Tween20 verwendet. Die FlieBrate betrug 5 pl mint und die Arbeitstemperatur 25°C. Die Auswertung
der Sensorgramme erfolgte mit der Biacore Evaluationssoftware 3.0 (Morton, 1995). Die Dissozia-
tionskonstante Kp als Maf3 fur die Affinitat wurde entweder anhand von Bindungskinetiken oder nach
der im Biacore-Handbuch beschriebenen Methode ,Affinitat in Lésung” bestimmt. Im ersten Fall wurde
Kp aus den Geschwindigkeitsraten fir die Bindung und Dissoziation (kon Und Kex) berechnet (Kp = Ko /
kon), wobei der Ligand, z.B. der Antikdrper immobilisiert vorlag. Bei der Methode ,Affinitat in Lésung”
wurde der Antikdrper mit steigenden Konzentrationen von Antigen vorinkubiert und anschlieRend tber
den Chip, auf dem das Antigen immobilisiert war, gepumpt. Fur die Wechselwirkung von niedermole-
kularen Antigenen mit dem Antikoérper wurde die Bivalenz nach Karlsson (1994) bericksichtigt. Der
relative Messwert r (zwischen 0 und 1) wurde nach der Gleichung r' = 1-(1-r)*® korrigiert.
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2.4.4 Synthesen

2.4.4.1 Synthese von Fructosyl-Valin, sowie der glykierten Di- und Pentapeptide

Es wurden HbAlc-Analoga mit folgender Aminosaurensequenz hergestellt: Val (V), Val-His (VH), Val-
Gly (VG) und Val-His-Leu-Thr-Pro (PP). Die Glykierung erfolgte nicht-enzymatisch nach Keil (1985).

35 pmol der nicht glykierten Ausgangsverbindung und 180 pmol D(+)Glucose wurden in 2 ml Pyridin
suspendiert, mit N, Uberschichtet, luftdicht verschlossen und 5 Tage bei RT unter Schiitteln inkubiert.
Danach wurde am Rotavapor bis zur Trockene eingedampft und der Ruckstand mit 1 ml H,O bidest
aufgenommen. Diese Prozedur wurde 6-fach wiederholt, um L&sungsmittelriickstande zu entfernen.
Die Produkte wurden mittels Kationenaustauschchromatographie (Poros SP/H 4,6x100, Rainin-HPLC-
Anlage mit UV-Detektion 220 nm) gereinigt, analysiert und massenspektrometrisch (REFLEX I
MALDI-TOF Massenspektrometer, Bruker Franzen Analytik, Bremen) charakterisiert.

2.4.4.2 Praparation eines BSA-glkPP Konjugats

3 mg (4 pmol) glykiertes Pentapeptid Fru-Val-His-Leu-Thr-Pro (glkPP) wurden mit EDC und sulfo-NHS
im molaren Verhaltnis 1:2,5:6 in DMSO nach der Carbodiimid-Methode (Tijssen, 1993) 30 min aktiviert
und an 4 mg BSA in 0,1 M Carbonatpuffer, pH 8,5, durch 16 stiindige Inkubation gekoppelt. Durch
Gelfiltration mit NAP-5 Saulen wurden die niedermolekularen Bestandteile der Reaktionslésung abge-
trennt und das Reaktionsprodukt gleichzeitig in PBS umgepuffert. Das Konjugat wurde nach Zugabe
von 0,02 % (w/v) Azid (Bakterizid) bei 4°C aufbewahrt.

Die Konzentration der Stammlésung betrug 4 mg mi™.

2.4.5 Immobilisierungen
2.4.5.1 Enzymimmobilisierungen
Polyvinylalkoholstilbazol (PVA-SbQ) Membran

Die FAO-PVA-SbQ Membran wurde nach Suehiro (1987) prapariert. Dazu wurden 0,4 Units des
lyophilisierten Enzyms in 50 pl H,O bidest geldst und in 120 mg PVA-SbQ (SPP-LS-400, Toyo Gosei
Co., Ltd.) gertihrt. Das Enzym-Prapolymer-Gemisch wurde auf einer Glasoberflache von 4x4 cm? ver-
teilt, 2 h bei RT und Uber Nacht bei 4°C getrocknet. AnschlieGend wurde die Enzymmembran durch
Bestrahlung mit einer UV-Lampe (20 Watt, 280-455 nm) durch Quervernetzung der Polymerstrange
ausgehartet. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C.

Immobilisierung an eine Saulenmatrix (Eupergita C)

Die Kopplung der FAO an Eupergitd C erfolgte nach einer modifizierten Methode des Anwenderpro-
tokolls der Herstellerfirma. Dabei reagieren primédre Aminogruppen des Proteins mit den Oxiran-
gruppen des Tragermaterials unter Ausbildung einer stabilen Imingruppierung. 1,4 Units FAO wurden
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in 3 ml Kaliumphosphat-Puffer (1 M, pH 5,0) gel6st, zu 500 mg des Tragermaterials hinzugeflugt, in
einem Schraubgefal? mit Hilfe einer Vakuumpumpe entgast, luftdicht verschlossen und 20 h bei RT
inkubiert.

2.4.5.2 Immobilisierungen von Liganden (Praparation von Affinitatsmatrizen)

Aktivierung von Cellulose-Membranen

Aktivierung mit 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI)
Cellulose-Membranen (5-10 mm Durchmesser) wurden 1 h bei 80°C in H,O eingeweicht und schritt-

weise in trockenes Aceton uberfiihrt (Wasser/Aceton 10:0, 7:3, 5:5, 0:10). Die Aktivierung erfolgte
durch Zugabe von 0,5-100 pmol CDI pro cm? in trockenem Aceton unter Schitteln bei RT (5 min bis
28 h). Die aktivierten Membranen wurden grindlich mit trockenem Aceton gewaschen und bei 4°C in
Aceton aufbewahrt oder sofort weiterverwendet.

Aktivierung mit 1-Cyano-4-dimethylaminopyridin (CDAP)

Eine 50 mg ml* CDAP-Stammldsung in Acetonitril wurde hergestellt und bei -20°C gelagert. Cellulose-
Membranen (5-10 mm Durchmesser, in H,O vorgequollen) wurden in 1 ml Eppendorf-Gefaf3e mit 900
pl H-O bidest platziert. Die Aktivierung wurde mit 25-500 pl CDAP-Stammldsung (6-70 pmol CDAP pro
cm?) gestartet und nach 30 s ein aliquoter Teil einer wassrigen 0,2 M Triethylamin (TEA)-L&sung hin-
zugefugt. Nach 0,75-5 min wurde die Reaktion durch Spulen der Membranen mit 0,1 M Acetatpuffer,
pH 3 gestoppt. Die aktivierten Membranen wurden sofort fir Immobilisierungen eingesetzt.

Amino-/Hydrazidfunktionalisierung der Cellulose-Membranen

CDI- oder CDAP aktivierte Cellulose-Membranen wurden in einem molaren Uberschuss an 1,8-Dia-
mino-2,6-dioxaoctan (1 M in 1 M Carbonatpuffer, pH 9,5) oder einer Bernsteinsduredihydrazidsuspen-
sion (7,3 mg ml* in H,O bidest, pH 5,0) 16 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde sukzessive mit H,O
bidest, 0,01 M NaOH, 0,1 M Essigsaure, PBS-T (0,05 % (v/v) Tween20) und PBS gewaschen.

Quantifizierung der membrangebundenen Amino- und Hydrazidgruppen

Die freien Amino- bzw. Hydrazidgruppen wurden nach der TNBS-Methode (Antoni, 1983) quantifiziert.
Die Amino/Hydrazidfunktionalisierten Membranen wurden mit 0,5 ml 1 mM 2,4,6-Trinitrobenzolsulfon-
saure in 0,1 M Boratpuffer, pH 9,2, 2 h bei 37°C am Schiittler inkubiert. 30 pl Aliquote des Uberstands
wurden mit und ohne 50 mM Glycin (Referenz) vermischt. Nach 25 min wurden 0,3 ml Methanol (4°C)
und 0,6 ml Boratpuffer hinzugefiigt und die Absorption gegen den eigenen Leerwert bei 340 nm
gemessen. Die Konzentration an freien Amino- bzw. Hydrazidgruppen wurde anhand einer TNBS-
Kalibrationskurve (2,8-28 uM, 50 mM Glycin) bestimmt.
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Kopplung von Liganden an Amino/Hydrazidfunktionalisierte Membranen

Kopplung von niedermolekularen Liganden

Die Kopplung des glykierten Pentapeptids (glkPP, Synthese siehe Kap. 2.4.4.1) an Amino/Hydrazid-
membranen erfolgte Uber dessen C-Terminus nach der Carbodiimid-Methode (Tijssen, 1993).

Dabei wurde glykPP mit EDC und NHS im molaren Verhaltnis 1:9:4 fir 15 min in 10 mM Phosphat-
puffer (pH 6) aktiviert und 16 h bei 4°C mit Amino/Hydrazidfunktionalisierten Membranen inkubiert. Die
modifizierten Membranen wurden mit PBS-T (0,05 % (v/v)) gewaschen und in PBS (+ 0,02 % (w/v)
Azid) bei 4°C aufbewabhrt.

Gerichtete Immobilisierung von Proteinen

Antikdrper und Haptoglobin wurden ber den oxidierten Kohlenhydratrest an amino/hydrazidgruppen-
haltigen Membranen gekoppelt. Dafiir wurde die Periodatmethode (Tijssen, 1993 und Gibbons, 1987)
zur Oxidation von Proteinen wie folgt modifiziert:

1 mg Protein (Kopplungspuffer: 10 mM Phosphatpuffer nach Sérensen, pH 5,5) wurde mit 3,3 pmol
Natriumperiodat (40 mM in H,O bidest) oxidiert, indem im Dunklen bei RT 30 min geschuttelt wurde.
Durch Zugabe von 83 pmol Ethylenglykol pro mg Protein wurde die Reaktion gestoppt und das oxi-
dierte Protein durch Umpuffern in Kopplungspuffer (Bio-Spind 6 Saulen, Bio-Rad) vom Reaktionsan-
satz abgetrennt. Fir die Konjugation wurde die Proteinldsung auf 0,2 mg ml* mit Kopplungspuffer
verdiinnt, die Amino/Hydrazidmembranen damit Uberschichtet und anschlieBend 16 h bei 4°C inku-
biert. Die Bindung wurde durch zweimalige Zugabe (1. 30 min 30°C; 2. 60 min 4°C) einer Natriumbor-
hydrid-Losung (5 mg ml* in 1 mM NaOH) stabilisiert. Nach griindlichem Spiilen mit PBS wurden die
Membranen bis zum Einsatz in PBS (+ 0,02 % (w/v) Azid) gelagert.

Ungerichtete Immobilisierung von Proteinen

Antikérper und Haptoglobin (0,2 mg ml* in 10 mM Phosphatpuffer nach Sérensen, pH 6,0) wurden
Uber freie Aminogruppen durch 24-stiindige Inkubation bei 4°C an CDI-aktivierte Membranen gekop-
pelt. Freie Bindungsstellen an der Membran wurden mit Ethanolamin (1 M in 0,1 M Boratpuffer, pH
9,4) abgesattigt (Inkubationszeit: 1h). AnschlieRend wurde grindlich mit PBS gewaschen. Die Aufbe-
wahrung erfolgte in PBS (+ 0,02 % (w/v) Azid) bei 4°C.

2.4.6 ELISA Techniken

Fur die Bestimmung von HbAlc wurden ein Sandwich-Immunoassay und ein indirekt kompetitiver
Immunoassay entwickelt, fir die im folgenden die Arbeitsprotokolle aufgezeichnet sind. Geeignete
Reagenslésungen und optimale Konzentrationen wurden durch Variation in Einzelexperimenten

herausgefunden.
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Pufferzusammensetzung

Beschichtungspuffer | (pH 7,4) Beschichtungspuffer Il (pH 9,6)
PBS: 0,1 M Carbonatpuffer

0,2 g KH,PO,

2,9 g Na;HPO,.12 H,O

8 g NaCl

0,2 g KClI

in 1000 ml H,O bidest

Waschpuffer (pH 7,4) Blockpuffer (pH 7,4)

PBS-T (PBS/ 0,05 % (v/v) Tween20) 3 % (w/v) BSA in PBS-T
Substratlésung | (pH 5,5) Substratlésung Il (pH 5,5)
0,4 mM TMB 0,4 mM TMB

50 mM Glucose 1 mM H,0O,

2,5 ug mi* POD in 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,5

in 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,5

Stopplésung 1 M H,SO,

2.4.6.1 Beschichtungsprotokoll fir den Sandwich-ELISA

9.

Beschichtung der Mikrotiterplatte mit 100 pl/Kavitéat anti-Hamoglobin Antikérper (DAKO,
Danemark) oder Haptoglobin als Fangermolekdil (10 ug ml* in Beschichtungspuffer 1), 1 h bei RT
Waschschritt: 3 x 200 ul/Kavitat mit Waschpuffer

Blocken freier Bindungsstellen auf der Platte mit Blockpuffer fur 1 h bei RT

Inkubation mit HbAlc-Proben (0-100 % HbAlc in 10 pg mi* HbAo in Blockpuffer), 100 pl/Kavitét,
1 hbei RT

Waschschritt: 3 x 200 ul/Kavitat mit Waschpuffer

Inkubation mit anti-HbAlc Antikérper von Roche (1:1000 in Blockpuffer verdiinnt), 100 ul/Kavitat,
1 h bei RT

Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

Inkubation mit GOD-Avidin-Biotin-anti-sheep IgG Antikdrper (1:1000 in Blockpuffer verdiinnt),
100 pl/Kavitat, 1 h bei RT

Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

10.Substratlésung 1: 100 pl/Kavitét, 2-15 min bei RT
11.Abstoppen mit 50 pl/Kavitat Stopplésung
12.Messung der Absorption bei 450 nm am ELISA-Reader
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2.4.6.2 Beschichtungsprotokoll fir den indirekt-kompetitiven Immunoassay

1. Beschichtung der Mikrotiterplatte mit 100 pl/Kavitat BSA-glkPP Konjugat (4 pg mlt in
Beschichtungspuffer I1), 1 h bei RT

2. Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

Blocken freier Bindungsstellen auf der Platte mit Blockpuffer fur 1 h bei RT

4. Vorinkubation in Eppendorf-GefaRen von denaturierten HbAlc-Proben (0-10 pg ml* HbAlc oder
0-100 % HbA1c in 30 pg ml* HbAo in Blockpuffer) mit anti-HbAlc Antikérper von Roche (1:1000 in
Blockpuffer verdiinnt),1/2 h bei RT

5. Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

6. Inkubation mit vorinkubierten anti-HbA1c Antikérper/ HbAlc Mischungen, 100 pl/Kavitat,
1 min bei RT

7. Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

8. nkubation mit GOD-Avidin-Biotin-anti-sheep 1gG Antikorper (1:1000 in Blockpuffer verdiinnt),
100 pl/Kavitat, 1 h bei RT

9. Waschschritt: 3 x 200 pl/Kavitat mit Waschpuffer

10.Substratlésung 1: 100 pl/Kavitét, 2-15 min bei RT

11.Abstoppen mit 50 pl/Kavitat Stopplésung

12.Messung der Absorption bei 450 nm am ELISA-Reader

w

2.4.7 Sensoren
2.4.7.1 Enzymsensoren

Batch-Sensor

Es wurde mit einem Dreielektrodensystem in einer gerihrten Messzelle aus Glas (Arbeitsvolumen 10
ml) bei 25 °C gearbeitet. Fir die Préparation der Arbeitselektrode wurde ein 5x5 mm? groBes Stiick
der FAO-Membran (Kap. 2.4.5.1) auf einer Pt-Elektrode (3 mm Durchmesser, Bioanalytical Systems
Co., Ltd., U.S.A)) positioniert und mit einem dinnmaschigen Nylonnetz fixiert. Die modifizierte Elek-
trode wurde in 10 ml 0,5 M Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,0) getaucht, auf +0,6 V vs. Ag/AgCl polarisiert
(HA-151 Potentiostat, Hokuto Denko Co., Ltd., Japan) und mit einer Pt-Gegenelektrode und unter
Ruhren bei 250 rpm bis zum Erhalt eines stabilen Grundsignals inkubiert. Die Stromzunahme nach
Zugabe der Fru-Val-Proben (0,05-7 mM) wurde mit einem Schreiber (Ohkura, Japan) erfasst.

FlieBinjektionsanalyse (FIA) mit Enzymelektrode

Die Enzymelektrode wurde prapariert, indem ein 5x5 cm? groBes FAO-Membranstiick (Kap. 2.4.5.1)
vor die Pt-Elektrode (2x3 mm A) einer amperometrischen Durchflussmesszelle (Modell 11-1012,
Bioanalytical Systems Co., Ltd., USA) platziert wurde. Eine Ag/AgCI-Elektrode und ein Edelstahlréhr-
chen dienten dabei als Referenz- bzw. Gegenelektrode. Das Arbeitspotential wurde auf +0,6 V einge-
stellt (HA-151 Potentiostat, Hokuto Denko Co., Ltd., Japan). Als Laufpuffer wurde 0,5 M Kaliumphos-
phat-Puffer (pH 7,0) verwendet. Die FlieRgeschwindigkeit betrug 0,5 ml min?. 20 ul der Analysen-
proben wurden injiziert und die Stromsignale mit einem Schreiber (Ohkura, Japan) aufgezeichnet.
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FlieRBinjektionsanalyse (FIA) mit Enzymreaktor und H,O.-Detektor

Der Messaufbau stellt ein einfaches FIA-System mit einer Pumpe, Injektionsventil, Enzymreaktor und
H,O,-Detektor dar.

Der H,O.-Detektor besteht aus einer elektrochemischen Durchflussmesszelle (ESAT, Eppendorf,
Deutschland) mit Pt-Arbeitselektrode (1,8 mm A) und Ag/AgCl-Referenzelektrode (Elbau, Berlin), Uber
die eine Cuprophan-Membran (MWCO 20000, 8 um) gespannt wurde. Das Elektrodenpotential betrug
+0,6 V vs. Ag/AgCI (EP 30 Potentiostat, Biometra, Géttingen). Die Datenaufnahme erfolgte mit einem
1-Kanal-Schreiber (Kipp und Zonen, Niederlande). Als Laufpuffer diente 0,5 M Kaliumphosphat-Puffer
(pH 7,0). Die Fordermenge der Peristaltikpumpe (Minipuls 3, Abimed, Langenfeld) wurde mit dem
Stromversorgungsgerat auf 0,5 ml min? reguliert. Der Enzymreaktor (5x0,4 cm Plexiglassaule,
Eigenbau) wurde mit Tragermaterial aus Kap. 2.4.5.1 mit kovalent gekoppelter FAO gefullt und in das
Flie3-System eingebaut. Die zu analysierende Probe (50 ul) wurde mit Hilfe des Injektionsventils in den
Tragerstrom gebracht und durchlief zuerst den FAO-Reaktor und danach den H,O,-Detektor.

2.4.7.2 Immunosensoren

Der Sandwich-Immunoassay und der indirekt kompetitive Immunoassay zur Bestimmung von HbAlc
wurden unter Verwendung der Liganden-modifizierten Membranen (Kap. 2.4.5.2) auf die Sensorober-
flache adaptiert. Die elektrochemische Messzelle (Eigenbau) war wie folgt spezifiziert: gerihrte Mess-
zelle aus Teflon, 3x3x3 cm?, mit Elektrodenanschluss und angepasstem zylinderférmigen Magnet-
rihrer, Absaugvorrichtung, Arbeitsvolumen 0,3-0,5 ml. Die Membranen wurden nach einem modifi-
zierten Inkubationsprotokoll des entsprechenden Immunoassays behandelt und durch eine Klappvor-
richtung mit Gummidichtung in der Zelle fixiert. Eine Pt-Arbeitselektrode (Typ SME 01/13 in Zweielek-
trodenanordnung konzipiert, Elbau, Berlin) wurde in der exakt angepassten Offnung gegen die Mem-
bran geschraubt und nach Vorlage von 475 pl PBS auf +600 mV vs. Ag/AgCI polarisiert (EP-30 Poten-
tiostat, Biometra, Goéttingen). Nach Einstellung eines stabilen Hintergrundsignals wurden 25 pl Glu-
cose-LAsung (1 M in PBS) injiziert und die Stromzunahme mit einem Schreiber (Kipp und Zonen, Nie-
derlande) erfasst.
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Inkubationsprotokoll flir den amperometrischen Immunosensor mit
Sandwichkonfiguration

1.

Hp-Membranen (Kap. 2.4.5.2) wurden Uber Nacht bei 4°C in 3 % (w/v) BSA-PBS-T (Blockpuffer)
inkubiert

Inkubation mit HbAlc-Proben (0-25 % HbAlc in 10 ug ml* HbAo in Blockpuffer), 300 pl/Membran,
1 h bei RT am Schiittler

Waschschritt: 3 x durch Eintauchen in PBS-T (Waschpuffer)

Inkubation mit anti-HbAlc Antikdrper von Roche (1:1000 in Blockpuffer verdiinnt), 450 pl/Membran,
1 hbei RT

Waschschritt: 3 x durch Eintauchen in PBS-T

Inkubation mit GOD-Avidin-Biotin-anti-sheep 1gG Antikdrper (1:100 in Blockpuffer verdinnt),

450 pl/Membran, 1 h bei RT

Waschschritt: 3 x durch Eintauchen in PBS-T

Einbau in die elektrochemische Messzelle und Detektion des Enzymmarkers

Inkubationsprotokoll fir den amperometrischen Immunosensor im
indirekt-kompetitiven Format

Ausserhalb der Messzelle:

1.

Blocken freier Bindungsstellen auf der mit glykiertem Pentapeptid (glkPP) modifizierten
Membran (Kap. 2.4.5.2) mit Blockpuffer fir 1 h bei RT

Vorinkubation in Eppendorf-GefaBen von denaturierten HbAlc-Proben (0-10 pg ml-1 HbAlc in
Blockpuffer) mit anti-HbAlc Antikérper von Roche (1:100 in Blockpuffer verdiinnt), 1/2 h bei RT
Inkubation mit vorinkubierten anti-HbA1c Antikoérper/ HbAlc Mischungen, 300 pl/Membran,

7,5 min bei RT

Waschschritt: 3 x durch Eintauchen in PBS-T (Waschpuffer)

Inkubation mit GOD-Avidin-Biotin-anti-sheep 1gG Antikdrper (1:500 in Blockpuffer verdinnt),
450 pl/Membran, 1 h bei RT

Waschschritt: 3 x durch Eintauchen in PBS-T (Waschpuffer)

Einbau in die elektrochemische Messzelle und Detektion des Enzymmarkers

Innerhalb der Messzelle:

1.

arLDn

N o

Einbau der mit glykiertem Pentapeptid (glkPP) modifizierten Membran (Kap. 2.4.5.2) in die Mess-
zelle

Regenerierung mit 450 pl 30 mM HCI, 10 min

Waschschritt: 3 x mit 600 pl Waschpuffer

Blocken freier Bindungsstellen mit 600 ul Blockpuffer fur 10 min bei RT

Vorinkubation in Eppendorf-GefalRen von denaturierten HbAlc-Proben (0-10 pg ml* HbAlc in
Blockpuffer) mit anti-HbAlc Antikérper von Roche (1:100 in Blockpuffer verdiinnt), 1/2 h bei RT
Inkubation mit 300 pl vorinkubierten anti-HbA1c Antikdrper/ HbAlc Mischungen, 7,5 min bei RT
Waschschritt: 3 x mit 600 pl Waschpuffer

Inkubation mit 450 pl GOD-Avidin-Biotin-anti-sheep 1gG Antikorper (1:500 in Blockpuffer verdiinnt),
30 min bei RT

Waschschritt: 3 x mit 600 pl Waschpuffer

Detektion des Enzymmarkers durch Injektion von 25 pl 1 M Glucose zu 475 pl PBS
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3 Resultate und Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zu den Enzym- und Immunosensoren getrennt vorge-
stellt und diskutiert (Kap. 3.1 und 3.2). AbschlieRend werden Vor- und Nachteile beider Sensorkonfi-
gurationen beziglich ihrer Leistungsfahigkeit und der Einsetzbarkeit in der patientennahen Diagnostik
gegenubergestellt (Kap. 3.3).

3.1 Enzymsensor fur HbAlc

Aus der Literatur sind einige Fructosylamin Oxidasen (FAO) bekannt, welche die Oxidation von a- und
e-Ketoaminen, z.B. N-Fructosyl-Valin (Fru-Val) als Modellkomponente fir HbAlc und N?-Fructosyl-N°*-
Lysin und N°®Fructosyl-N®-Lysin als Fructosamin-analoge Verbindungen (Kap. 1.2.1.2), unter Freiset-
zung von H,0, katalysieren (Abb. 3.1). Sie stammen vorwiegend aus Pilzen, z.B. aus Aspergillus ter-
reus, Penicillium janthinellum (Yoshida, 1996) oder Fusarium oxysporum (Staniford, 1994). Die Her-

stellung einer rekombinanten FAO in den Peroxisomen der Hefe Candida boidinii wurde von Sakai und
Mitarbeiter beschrieben (Sakai, 1999).

[ Fru-Vval
c= H
OOH HO—CH R: —C—COOH
C
° H.N-R + H(lz_OH H C/H\CH
OH C—N. 2N HC—OH 3 3
OH 2 Amin (IE—OH
Fructosylamin H, Na-Fru-Lys  NeFru-Lys
Glucoson H |
? COOH ?Hz
ok CH,
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Abb. 3.1: Katalysierte Reaktion der Fructosylamin Oxidasen: Ketoamine (z.B. N-Fructosyl-Valin, N®-Fructosyl-N°-
Lysin und N°®Fructosyl-N?-Lysin) werden zu Glucoson oxidiert unter Freisetzung der korrespondierenden Ami-
nosaure und H,O,. Das H.O, kann elektrochemisch oder tber eine Hilfsreaktion optisch detektiert werden.
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Sode und Mitarbeiter isolierten erstmals eine FAO aus einem marinen Mikroorganismus, der Hefe
Pichia pastoris N 1-1 (Sode, 2001a). Das Enzym besteht aus einer einzigen Polypeptidkette und hat
ein Molekulargewicht von 54 kD. Es wurde in seiner aktiven Form isoliert, d.h. der Zusatz eines Cofak-
tors ist nicht erforderlich. Es wird vermutet, dass es sich bei diesem Enzym &hnlich wie bei der von
Yoshida charakterisierten FAO aus A. terreus (Yoshida, 1996) um ein Flavoprotein mit einem kovalent
gekoppelten Flavinnucleotid handelt. Da der FAO produzierende Mikroorganismus mit Fru-Val selek-
tiert und auf Fru-Val als einzige Stickstoffquelle kultiviert wurde, setzt dieses Enzym Fru-Val, die
HbAlc anloge Verbindung, mit einer ca. 20fach hoéheren Aktivitat um als N®-Fructosyl-N°*Lysin, der
Modellverbindung fur glykierte Serumalbumine. Deshalb wurde diese neuartige FAO in der vorlie-
genden Arbeit fur die Entwicklung einer enzymatischen Bestimmungsmethode von HbAlc eingesetzt.

3.1.1 Isolierung und Charakterisierung der Fructosylamin Oxidase aus
Pichia pastoris

Die Kultivierung von Pichia pastoris N 1-1 und die Aufreinigung der FAO erfolgten im Rahmen eines
Gastaufenthaltes in der Arbeitsgruppe von Prof. Koji Sode an der Tokyo Universitat fir Landwirtschaft
und Technologie (Japan) nach dem publizierten Protokoll (Sode, 2001a). Aus dem Zellkulturiiberstand
wurde das Enzym mittels Anionenaustauschchromatographie isoliert. Drei aktive Fraktionen wurden
bei 2 ml min?* nach 23-26 min eluiert, die lyophilisiert und getrennt charakterisiert wurden. Der Anrei-
cherungsfaktor nach der chromatographischen Reinigung betrug, bezogen auf die spezifische Aktivitat,
etwa 5. In Tab. 3.1 sind die Ergebnisse der Enzympraparation zusammengefasst.

Die kinetischen Parameter flr die aktivste Fraktion mit Fru-Val als Substrat wurden mit K,, = 3 mM und

- -1 i
Vihax = 0,4 U mg = spezifiziert.

Tab. 3.1: Zusammenfassung der Isolierung von FAO aus Pichia pastoris N 1-1

Fraktion Protein Aktivitat Spez. Aktivitat Reinigung
mg ml*! Units ml * Units mg * -fach
Rohextrakt 5,32 0,53 0,10 -

Anionenaustausch-
chromatographie

Fraktion 5 1,09 0,29 0,27 ~2,5
Fraktion 6 0,89 0,48 0,54 ~5
Fraktion 7 0,63 0,16 0,25 ~2,5
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3.1.2 Kolorimetrischer Test zur HbAlc-Bestimmung

Die prinzipielle Eignung der FAO fir die HbAlc-Bestimmung wurde in einem kolorimetrischen Assay
auf Basis einer mit Peroxidase (POD) gekoppelten Reaktion mit optischer Detektion getestet (Abb.
3.2). Durch Verwendung des neuartigen hochsensitiven Triphenylmethan-Farbstoffs N, N, N', N', N",
N"-Hexa (3-sulfopropyl)-4,4',4"-triaminotriphenylmethan (TPM-PS) der Fa. Dojindo als POD-Substrat
(Absorptionsmaximum | = 591 nm) konnte Fru-Val in einem Konzentrationsbereich von 0,1-10 pM
nachgewiesen werden. Eine ebensolche Menge an Fru-Val kénnte durch einen vollstandigen proteoly-
tischen Abbau von HbAlc aus Hamolysat-Proben freigesetzt werden. Der physiologisch-relevante
Konzentrationsbereich von HbAlc liegt im Vollblut zwischen 74-558 uM (4,8-36 g L*) und nach einer
1/50 Verduinnung, wie dies zur Herstellung von Hamolysaten fir die HbAlc-Analyse mittels konven-
tioneller Methoden blich ist (Kap. 1.3.1), zwischen 1,5-11,2 uM (0,09-0,72 g L*) HbA1lc.

SO,N SO_Na SO,N SO_Na
’ a\xN—/J i ’ a\l\]+/_/ ’

2 H,0
¢ ¢
SO_Na H SO_Na SO _Na SO_Na
AN LWl Ol W s s P
{ H,0 H,0 + O <
272 P+ Y,
SO,Na SO,Na SO,Na SO,Na
@ violett (I =591 nm)
Val + Glucoson Fru-Vval

Abb. 3.2: Schema der gekoppelten FAO-POD-Reaktion mit dem neuartigen Triphenylmethan-Farbstoff TPM-PS
(Fa. Dojindo) als chromogenes POD-Substrat.

Infolgedessen wurden mit dem entwickelten kolorimetrischen Assay HbAlc-Proben mit Konzentra-

tionen zwischen 2-6 pM (0,13-0,39 g L'1) analysiert. Es wurden zum Vergleich natives, denaturiertes
und Proteinase K-behandeltes HbAlc eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2 zusammengefasst.
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Tab. 3.2: Absorptionswerte gemessen nach der Umsetzung von Proteinase K verdautem, denaturierten und
nativen HbA1c mit FAO im kolorimetrischen Assay mit TPM-PS als POD-Substrat. Als Kontrolle wurde natives
HbAlc ohne FAO-Zusatz gemessen. Reaktionszeit: 120 min

HbAlc Probe 2uM 4 uM 6 uM
Proteinase K 0,243 0,422 0,456
denaturiert 0,034 0,024 0,023
nativ 0,043 0,039 0,050
Kontrolle 0,042 0,045 0,040

Aus Tab. 3.2 ist ersichtlich, dass natives HbAlc nicht von der FAO umgesetzt wurde. Dies ist darauf

zurtckzufuhren, dass der glykierte N-Terminus der Hb-b-Kette, der in den zentralen Hohlraum des Hb-
Molekuls hineinragt (De Rosa, 1998), fur die FAO schwer zugénglich ist. Es zeigte sich auch, dass
eine Analyse von denaturiertem HbALc nicht méglich war, da die beteiligten Enzyme FAO und POD
unter den Assaybedingungen (0,6 M Guanidinhydrochlorid) inaktiviert wurden und es anzunehmen
war, dass bei der Entfernung von Guanidinhydrochlorid mittels Dialyse eine Rickfaltung des Hamo-
globins in den nativen Zustand stattfindet. GemafR den Erwartungen zeigte die FAO mit proteolytisch-
gespaltenem HbAlc Aktivitat. Damit konnten die Beobachtungen mit den in der Literatur beschrie-
benen FAO bestétigt werden, demzufolge diese Enzymklasse nur niedermolekulare Ketoamine
umsetzt (Yoshida, 1996; Staniford, 1994). Aus den niedrigen Absorptionswerten nach einer Reak-
tionszeit von 120 min war allerdings eine geringe Umsatzrate abzuleiten. Dies konnte nur dadurch
erklart werden, dass die Proteolyse die Freisetzung von kleinen Peptidfragmenten bewirkte, die eben-
falls von der FAO, aber mit einer geringeren Effizienz als Fru-Val umgesetzt werden. Die bisherigen
Untersuchungen der in der Literatur beschriebenen FAO beschrankten sich neben proteolytisch
gespaltenem HbAlc immer nur auf die glykierte Aminosdure als Substrat, d.h. Fru-Val oder fur die
Ermittlung der Substratspezifitat N®-Fructosyl-N®*Lysin und N°*Fructosyl-N?-Lysin. In der vorliegenden
Arbeit konnte durch die Synthese der glykierten Peptide Fructosyl-Valin-Histidin (Fru-VH), Fructosyl-
Valin-Glycin (Fru-VG) und Fructosyl-Valin-Histidin-Leucin-Threonin-Prolin (Fru-VHLTP bzw. glkPP)
auch langerkettige Substrate in die Untersuchungen der FAO miteinbezogen werden. Die Aminosau-
resequenzen der glykierten Peptide sind in Abb. 3.3 dargestellt und entsprechen, mit Ausnahme von
Fru-VG, dem N-Terminus der Hb-b-Kette.

Wie aus Abb. 3.4 ersichtlich, wurden tatséachlich neben Fru-Val die glykierten Peptide, allerdings mit
deutlich verringerter Sensitivitat, angezeigt (Fru-Val: 100 %; Fru-VH: 1 %; Fru-VG: 0,38 %, gIkPP:
n.d.). Dabei war die Aktivitat bei Fru-VH, das dem N-Terminus von HbAlc entsprach, doppelt so hoch
als bei Fru-VG, bei dem an zweiter Position anstelle des Histidins ein Glycin stand.
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Abb. 3.3: Aminosaurensequenz der getesten Abb. 3.4: Korrelationen der gemessenen Absorptionen (Dif-
glykierten Dipeptide Fru-VH (B) und Fru-VG (C) ferenzwert nach 30 min) bei 591 nm im kolorimetrischen FAO-
und des glykierten Pentapeptids glkPP (D) Assay mit den Fru-Val und Peptid-Konzentrationen. Zum
inklusive Strukturformel des Pyranose-Rests. A Vergleich wurde fur Fru-Val die ABS im gewdahlten Konzen-
= Fru-Val trationsbereich nicht auf den Mal3stab skaliert angegeben.

Die Tatsache, dass die glykierten Peptide zum Substratspektrum der FAO gehdéren und dass die FAO-
Aktivitdt mit zunehmender Kettenlange abnimmt, lieferte eine wichtige Erkenntnis: Fir eine Sensitivi-
tatssteigerung und Verkirzung der Analysendauer ist die Abspaltung von glykierten Dipeptiden, am
besten aber die Freisetzung von Fru-Val notwendig. Dazu soll in Zukunft ein optimiertes Proteolyse-
Protokoll erarbeitet werden. Beispiele fir unterschiedliche Protease-Prozeduren finden sich in ver-
schiedenen Patentschriften Uber den Einsatz von Ketoamin Oxidasen fir die Fructosamin-Bestimmung
(Kap. 1.2.1.2). Die Inkubationszeiten variieren von 7 bis 70 min unter Verwendung von Proteinase K
(Torrens, 1999), Protease XIV (Kato, 2000), Aminopeptidase (Kato, 2000) und Pronase E (Staniford,
1994). Im Tina-quanta 1l Assay wird Pepsin (Holownia, 1997) und bei der von Kobold (1997) vorge-
stellten HPLC-MS Methode Endoproteinase Glu-C zur HbAlc-Fragmentierung eingesetzt. Eine Pro-
tease, die spezifisch die Peptidbindung zwischen Valin und Histidin spaltet, wurde bislang nicht
beschrieben.

Wie die Untersuchungen zeigten, besitzt die FAO Potenzial fur die HbAlc-Bestimmung. Da durch pro-
teolytischen Verdau HbAlc gemessen werden konnte, sollte als ndchstes das Enzym in einem

Enzymsensor eingesetzt werden.
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3.1.3 Enzymsensoren

3.1.3.1 Membransensoren

Die FAO wurde in einer Sensorkonfiguration mit einer Pt-Elektrode als Transduktor charakterisiert, an
der die direkte Messung von H,O, mdéglich war. Der Stromfluss als Maf3 fir die Enzymaktivitat wurde
dabei durch Ubertragung von Elektronen bei der H,O, -Oxidation erzeugt. Es wurde in einer thermo-
statisierten Ruhrmesszelle (Tsugawa, 2000) und in Flielanordnung gemessen. Die FAO wurde auf-
grund der geringen spezifischen Aktivitdt mit einer maximal moglichen Beladung von 0,026 U cm?
immobilisiert. Tab. 3.3 gibt einen Uberblick lber die Messmodi und die wichtigsten Sensoreigen-
schaften, wobei sich die Angaben zur Sensitivitdt und dem linearen Messbereich auf Fru-Val als Sub-
strat beziehen.

Tab. 3.3: Parameter des FAO-Membransensors in Rihrmesszelle (1.) und in FlieBanordnung (2.). n.d. = nicht
bestimmt (,not determined”). Die Angaben zur Sensitivitat und dem linearen Messbereich beziehen sich auf
Fru-Val als Substrat.

Membranspezifikation 0,026 U cm? FAO in PVA-SbQ
Linearer Messbereich 1. 75-200 uM

2.50-1000 pM
Sensitivitat 1.0,9 nA pM* cm?

2. 0,4 nA uM* cm?
Elektrodenoberflache 1.0,07 cm?

2.0,14 cm?
Ansprechzeit <1 min
Analysendauer 4 min
Arbeitsstabilitat 1. n.d.

2. 120 konsekutive Messung méglich
Probenvolumen 1.10 ml

2.20 pl
Messpuffer 500 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
Temperatur 25°C

Mit den Membransensoren waren Fru-Val-Analysen innerhalb von 4 min moglich. Dabei konnte durch
Aufbau eines FlieR-Systems der Substratverbrauch von 10 ml auf 20 pl gegenuber der geruhrten
Messzelle reduziert werden.

Der Vergleich der analytisch nutzbaren Messbereiche fir Fru-Val zeigt aber (Abb. 3.5), dass mit keiner
Konfiguration Fru-Val in dem fir HbAlc physiologisch-relevanten Konzentrationsbereich von 1-10 pM
gemessen werden konnte. Die untere Nachweisgrenze war im Vergleich zu den enzymatischen Mes-
sungen in Lésung (> 0,1 pM) um den Faktor 500 zu héheren Konzentrationen verschoben. Dies ist
moglicherweise auf eine Erniedrigung der FAO-Aktivitat bedingt durch die Immobilisierung zuriickzu-
fuhren. Zwar gilt die Einbettung in PVA-SbQ als sehr schonendes Verfahren fiir das Enzym (Leca,
1997). Es ist jedoch nicht auszuschlief3en, dass Konformationsdnderungen aufgetreten sind, die eine
Affinitatserniedrigung zum Substrat oder eine teilweise Inaktivierung der FAO bewirkten. Dieser Effekt
wird oft im Zusammenhang mit der Herstellung von Biosensoren diskutiert (Scheller, 1989; Scouten,
1995). Ein weiterer Faktor, der zur Erniedrigung der FAO-Umsatzrate fuhrte, ist der limitierte Substrat-
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transport im Schichtsystem vor der Elektrode. Die kritischen Punkte beim Aufbau des Sensors waren
demzufolge die kontrollierte Immobilisierung der FAO und die Beschaffenheit und Permeabilitéat des
Tragermaterials. Aufgrund der schlechten Nachweisgrenze war es nicht mdoglich, HbAlc-Proben zu

analysieren.

[, NA
8

20+

10+

0O 200 400 600 800 1000
¢ (Fru-val), uM

Abb. 3.5: Kalibrationsgraphen fur Fru-Val in Riihrmesszelle (Quadrate) und im FlieR-System (Punkte) Membran:
FAO-PVA-SbQ (0,026 U cm). Elektrodenoberflache: 0,07 cm? (Rihrmesszelle), 0,14 cm? (FlieR-System).
Probenvolumen: 10 ml (Rihrmesszelle), 20 pl (Flie3-System)

3.1.3.2 Mikroreaktor

Wie gezeigt werden konnte, war eine HbAlc-Bestimmung mit den entwickelten FAO-Membransen-
soren nicht maglich. Der nutzbare Messbereich zur Quantifizierung der HbAlc-analogen Verbindung
Fru-Val lag tber den physiologisch relevanten HbAlc-Konzentrationen. Durch den Einsatz groRerer
Mengen an FAO sollte die Nachweisgrenze zu niedrigeren Konzentrationen verschoben und die
HbAlc-Bestimmung ermdglicht werden. Als Alternative zu den Membransensoren wurde daher ein
Enzymreaktor im Flie3-System getestet. Dazu wurden 1,3 Units FAO an Eupergita C fixiert und in eine
Mikrosaule (V = 100 pl) geflllt. Eupergitd C besteht aus makropordsen Perlen (,beads") mit reaktiven
Epoxid-Gruppen und findet breite Anwendung in der Biotechnologie zur direkten und schonenden
Immobilisierung von Enzymen (Katchalski-Katzir, 2000). Der Enzymreaktor wurde mit einer Pumpe,
einem Injektionsventil und einer Durchflusszelle mit einer modifzierten Clark-Elektrode zur H,O,-
Detektion kombiniert. Eine &ahnliche Konfiguration wurde bereits zur Bestimmung von biogenen
Aminen in der Lebensmittelbranche verwendet (Okuma, 2000). Dort erfolgte die Immobilisierung der
eingesetzten Oxidasen an porgdse Perlen aus Chitosan. Der Vorteil dieses Systems gegenuber Mem-
bransensoren lag darin, dass eine groRere Enzymmenge fiur die Messungen zur Verflgung stand und
dadurch eine hohere Arbeitsstabilitat und Umsatzgrad erreicht werden konnte.

Der FAO-Reaktor im FlieR-System wurde zunachst mit Fru-Val kalibriert. Der nutzbare Messbereich
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lag zwischen 10-2500 uM (Sensitivitat: 3,7 nA mM-~1cm2). Die untere Nachweisgrenze war damit um
den Faktor 5 niedriger als bei den Membransensoren (50 uM). Dies kann einerseits auf die groRere
Menge an aktivem Enzym, andererseits auf die bessere Diffusion des Substrats zum Enzym zuriick-
gefuhrt werden. Zur Kontrolle der Arbeitsstabilitdt wurde stiindlich eine 2 mM Fru-Val-Lésung injiziert.
Das Signal blieb bis zu den Messungen der Realproben konstant (7 h). Als Realprobe wurde Hamo-
lysat mit einem HbAlc-Anteil von 8 % verwendet. Das Hamolysat wurde aus gewaschenen Erythro-
cyten hergestellt und enthielt keine redoxaktiven Substanzen wie beispielsweise Ascorbinsaure und
Bilirubin. Es wurden Proben mit einer Hb-Konzentration zwischen 15-45 mg ml* (230-700 pM) mit und
ohne Proteinase K-Behandlung (Kontrolle) analysiert. Die berechnete HbAlc-Konzentration lag zwi-
schen 1,2-3,6 mg ml* (20-56 uM). Es zeigte sich, dass die gemessenen Signale nicht mit den tatsach-
lichen HbAlc-Konzentrationen korrelierten. Durch die Proteolyse wurden moglicherweise Peptide frei-
gesetzt, die ebenfalls von der FAO umgesetzt werden, aber nicht vom HbAlc stammen. In Kap. 3.1.2
konnte bereits gezeigt werden, dass das glykierte Dipeptid Fru-VG mit einer nicht HbAlc-analogen
Aminosdurensequenz ebenfalls zum Substratspektrum der FAO gehort. Fir eine genauere Uberprii-
fung mussten die Spaltprodukte von HbAlc und Hb einer systematischen Analyse unterzogen werden
(chromatographische Auftrennung, Selektion der aktiven Fraktionen, massenspektrometrische Cha-
rakterisierung). Ferner wurde beobachtet, dass wahrend der Hamolysat-Messungen innerhalb einer
Stunde das Signal der 2 mM Fru-Val-Lésung um 40 % abnahm. Grunde hierflr kénnen sein, dass
Proteinfragmente aus der Probe die Elektrodenoberflache blockierten oder sich unspezifisch an das
Tragermaterial anlagerten und so eine teilweise Inaktivierung der FAO oder eine eingeschréankte Dif-
fusion des Substrats bewirkten.

Aufgrund der eingeschréankten Sensitivitat und Selektivitat wurde das Konzept des Enzymsensors fur
die HbAlc-Bestimmung nicht weiter verfolgt. Eine Anwendung der FAO ist in Zukunft nur unter Ver-
wendung einer aktiveren Enzymfraktion moglich und nachdem die Spezifitat vollstandig gesichert ist.
Da fur die hier beschriebenen Arbeiten eine partiell gereinigte FAO verwendet wurde, kann eventuell
durch einen weiteren Aufreinigungsschritt, z.B. durch Chromatographie mittels hydrophober Wech-
selwirkungen, eine hochaffine Enzymfraktion isoliert werden. Eine Alternative ist die Herstellung einer
rekombinanten FAO, die durch gezielte Mutationen in ein aktiveres Enzym uberfuhrt werden kann.
Sowohl die Optimierung der chromatographischen Auftrennung als auch die Produktion und Charak-
terisierung von FAO-Mutanten werden derzeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Koji Sode an der Tokyo
Universitat fur Landwirtschaft und Technik in Japan bearbeitet. Mit einer HbAlc-spezifischen FAO-
Mutante sollte die Entwicklung eines einfachen, schnellen und wiederverwendbaren Sensors flr die
patientennahe Diagnostik realisierbar sein.
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3.2 Immunosensor zur HbAlc-Bestimmung

Das zweite Sensorkonzept, das in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung von HbAlc untersucht
wurde, basiert auf immunochemischen Verfahren. Da Hamoglobin ein hochmolekularer Analyt mit
multivalentem Bindungsverhalten ist, eigneten sich sowohl kompetitive und nicht-kompetitive Testfor-
mate (Kap. 1.5.2.2) fur den spezifischen HbAlc-Nachweis. Das folgende Kapitel ist in 4 Abschnitte
gegliedert, welche die Auswahl geeigneter Biokomponenten (Kap. 3.2.1), die Etablierung von ELISAs
zur HbAlc-Bestimmung (Kap. 3.2.2), die Ubertragung der Assaykonfigurationen auf Cellulose-Mem-
branen (Kap. 3.2.3) als Voraussetzung fir die Durchfihrung der HbAlc-Bestimmung in den ampero-
metrischen Immunosensoren (Kap. 3.2.4) beinhalten.

3.2.1 Wabhl der Erkennungselemente

Die Eignung potentieller Bioerkennungselemente fir die kompetitiven und nicht-kompetitiven Testver-
fahren wurde mit Bindungstests am Biacore-Gerat untersucht. Je nach Funktionalitat und GroRRe der
Liganden wurden diese entweder direkt an die mit EDC/NHS aktivierten Carboxylgruppen des CM5-
Chips oder tber einen amino/hydrazidfunktionalen ,Spacer” kovalent gekoppelt. Wichtige Kriterien fur
den spateren Einsatz in den Immunosensoren waren neben einer hohen Spezifitdt und Affinitat zum
Bindungspartner (schnelle Bindungskinetik im Sekundenbereich, Dissoziationskonstanten im nanomo-
laren Bereich), die Kopplungsfahigkeit bzw. Stabilitdt der Liganden an festes Tragermaterial, sowie
Stabilitat gegeniiber Regenerierungslésungen (z.B. HCI).

3.2.1.1 Wahl des Liganden fiir den indirekt-kompetitiven Assay

Im indirekt-kompetitiven Testformat sollte HbAlc immobilisiert vorliegen, um gemeinsam mit dem
HbAlc aus der Probe um die Bindungsstellen eines HbA1lc-spezifischen Antikérpers zu konkurrieren.
Hochreines HbAlc ist aber teuer und steht nur in begrenzten Mengen zur Verfiigung. Ausserdem
wurde vermutet, dass bei einer Regenerierung, wie sie im spateren Sensor erfolgen sollte, die Bin-
dungskapazitat verloren geht. Aus diesem Grund wurde nach einem alternativen Liganden gesucht,
der vom anti-HbAlc Antikorper spezifisch gebunden wird und gegeniiber Regenerierungsmitteln stabil
ist. Eine kostenginstige und lagerungsstabile Alternative stellten die glykierten Peptide Fructosyl-
Valin-Histidin (Fru-VH) und Fructosyl-Valin-Histidin-Leucin-Threonin-Prolin (Fru-VHLTP bzw. glkPP)
dar, die im Rahmen dieser Arbeit bereits als HbAlc-Modellsubstanzen zur Bestimmung der Substrat-
spezifitdt der FAO eingesetzt wurden (Kap. 3.1.2). Die Aminosaurensequenzen der Peptide entspre-
chen dem N-Terminus der Hb-b-Kette und werden, wie erste Bindungstests in der Mikrotiterplatte
zeigten, vom anti-HbAlc Antikdrper erkannt. Dabei wurde beobachtet, dass glkPP mit héherer Affinitat
gebunden wurde als Fru-VH (Testmittelpunkt fur glkPP 25 nM und fur Fru-VH 0,3 mM). Infolgedessen
wurde das glkPP am Biacore-Gerét naher charakterisiert. Der Kp-Wert wurde im nicht-kompetitiven
Testformat nach der Methode ,Affinitat in Losung” (Kap. 2.4.3) ermittelt und betrug 0,3 nM (glkPP in
Lésung) bzw. 25 nM (immobilisiertes glkPP). Eine detaillierte Beschreibung des verwendeten Anti-
korpers erfolgt in Kap. 3.2.2.3. Aufgrund der hohen funktionalen Stabilitdt von glkPP konnte die Chip-
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Oberflache mehrmals (> 20 Mal) ohne Affinitétsverlust regeneriert werden, was in Hinblick auf einen
wiederverwendbaren Immunosensor vorteilhaft ist. Fir die Regenerierung wurde 30 mM HCI (pH 1,5)
verwendet.

Das glkPP eignete sich somit als HbAlc-Analogon und wurde daher fir die weitere Entwicklung von
immunochemischen HbAlc-Bestimmungsverfahren anstelle des gesamten HbAlc-Molekils an die
Festphase immobilisiert und in einer indirekt-kompetitiven Assaykonfiguration getestet (Kap. 3.2.2).

3.2.1.2 Wahl des Hamoglobin-Fangermolekls fir den Sandwich-Immunoassay

Fir den Sandwich-Immunoassay war die selektive Anreicherung von HbAlc bzw. Hb an der Ober-
flache notwendig. Als einfachste Variante wurde zuerst die direkte Adsorption von Hb untersucht,
indem analog dem DAKO-ELISA fir die HbAlc-Bestimmung (John, 1993) eine Maxisorpa Oberflache
(Mikrotiterplatten von Nunc) mit Hb in PBS (pH 7,4) beschichtet wurde. Die gebundene Hb-Menge
wurde indirekt Gber einen POD-markierten anti-Hb-Antikdrper nachgewiesen. Durch Zugabe von BSA
(3 mg ml?) im Beschichtungspuffer erfolgte die Hb-Adsorption erst ab einer Hb-Konzentration von 0,5
g L im Gegensatz zur Hb-Adsorption ohne Fremdprotein im Beschichtungspuffer (> 0,1 ug L?). Dies
lasst den Schluss zu, dass Plasmaproteine (Albumin, Immunoglobuline, Proteine der Blutgerinnung,
etc.) ahnliche Effekte hervorrufen und die Menge an adsorbiertem Hb daher stark streut. Eine Affini-
tatsmatrix, d.h. eine mit Hb-Fangermolekilen funktionalisierte Oberflache, gewéahrleistet hingegen eine
reproduzierbare und quantitative Hb-Bindung. In einem anschlieBenden Reaktionsschritt wird dann der
HbAlc-Anteil spezifisch uUber einen Antikdrper nachgewiesen (Sandwich-Konfiguration, Kap. 1.5.2.2).
Die Idee war, dass eine Separation der Hb-Subtypen und die zusétzliche Bestimmung der Gesamt-Hb-
Konzentration (120-180 g L* im Vollblut) entfallen kénnen, und der HbAlc-Wert somit sofort als pro-
zentualer Anteil (% HbA1c) ermittelt werden kann.

Um Aussagen Uber die Bindungsstarke zu bekommen, wurden alle in Betracht kommenden Hb-Fan-
germolekile (sowohl niedermolekulare als auch hochmolekulare) zuvor am Biacore-Gerét getestet.

Niedermolekulare Hamoglobin-Fangermolekile

Affinitatssensoren mit biospezifischen niedermolekularen Liganden wurden bereits in der Literatur
beschrieben (Scheller, 1989). Ein Vorteil dieser Sensoren ist die reversible Wechselwirkung mit dem
Zielmolekil, die eine wichtige Voraussetzung fur kontinuierliche Messungen darstellt (Ohlson, 2000).
Im Hamoglobin-Molekill existieren 2 verschiedene Bindungsstellen fur niedermolekulare Verbin-
dungen: 1. Ham-Gruppen, die sich in hydrophoben ,Taschen® im Aussenbereich des Molekiils
befinden und 2. ein zentraler Hohlraum fiir negativ geladene allosterische Effektoren (Stryer, 1994).
Das Strukturmodell von adultem humanen Hamoglobin (PDB Brookhaven, 2HHB; Fermi, 1984) in Abb.
3.6 zeigt die raumliche Anordnung der zwei identischen a und zwei identischen b-Polypeptidketten und
die Bindungsstellen.
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Abb. 3.6: Strukturmodell des Hamoglobin-Molekiils (PDB Brookhaven, 2HHB; Fermi, 1984) und die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten niedermolekularen Hb-Liganden. Die HAm-Gruppen und die allosterische Bindungs-
stelle sind mit Pfeilen markiert. A: Aminopropylimidazol; B: Dimethylphenylisonitril; C: Benzen-1,2,4,5-tetracar-
bonsaure (BTC, Pyromellitsdure), D: Benzenhexacarbonsaure (BHC, ,Mellitsaure®).

Hamliganden

Jede Hb-Untereinheit tragt ein Ham als prosthetische Gruppe, an dessen freie Koordinationsstelle
normalerweise molekularer Sauerstoff komplexiert wird (Sauerstofftransport in den Vertebraten; Stryer,
1994). Pseudohalogenide, wie beispielsweise Cyanide [CN] ", Azide [NNN] ', Fulminat [CNOJ, Isocyanat
[NCO] und dergleichen, binden bevorzugt und mit hoherer Affinitéat an das Eisenion des Hams. Wood
(1987) synthetisierte eine Reihe von aromatischen Isonitrilen und charakterisierte deren Bindungsei-
genschaften mit Hb und Myoglobin (Mb) spektrophotometrisch Gber die Veranderung des Hb bzw. Mb-
Absorptionsspektrums bei | =414 nm (Soretbande) und im Wellenlangenbereich von 530-560 nm. Fir
die Wechselwirkung von den bisubstituierten Liganden 2,6-Dimethylphenylisonitril (DIMPI) und 2,6-
Diethylphenylisonitril (DEPI) mit Mb wurden Kp-Werte von 10 bzw. 1 nM angegeben. Die Bindung von
DIMPI an Hamoglobin (Strukturformel B in Abb. 3.6) wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst spek-
trophotometrisch untersucht. Es zeigte sich, dass diese Verbindung zwar rasch an Ham bindet (< 30
s), sich aber aufgrund ihrer Hydrolysenempfindlichkeit unter den Funktionalisierungsbedingungen zur
Bildung einer Affinitatsmatrix zersetzt und sich daher nicht als Hb-Fangermolekil eignet. Andere
Pseudohalogenid-Derivate als potentielle Hb-Liganden waren nicht kommerziell erhaltlich.

In der Literatur wurde ebenfalls die Bindung von N-Heterocyclen, wie Imidazol-, Pyrazol-, Triazol- und
Tetrazol-Derivate, an die Hamgruppe beschrieben (Stephanos, 1996). Fir die chromatographische
Auftrennung von Hamproteinen hatte bereits Pommerening (1979 und 1980) Polyhydroxymethacrylate
mit Imidazol-Derivaten modifiziert und dabei festgestellt, dass die Adsorption von Hb an imidazolhal-
tigen Tragern uber eine direkte koordinative Bindung des Imidazols mit den prosthetischen Gruppen
erfolgt. Die Bindung war so stark, dass eine Desorption nur unter denaturierenden Bedingungen mag-
lich war. Reprasentativ fur die N-Heterocyclen wurden in der vorliegenden Arbeit die Hb-Bindungsei-
genschaften des 1-(3-Aminopropyl)-imidazols (Strukturformel A in Abb. 3.6) naher charakterisiert.
Diese Verbindung besitzt bereits eine kopplungsfahige Aminogruppe und musste fir die Immobilisie-
rung an die Biacore-Chipmatrix nicht weiter derivatisiert werden. Nach Kopplung von Aminopropylimi-
dazol an die aktivierten Carboxylgruppen des Chips wurde die Wechselwirkung mit Hb untersucht.
Eine spezifische Bindung von Hb konnte nicht eindeutig beobachtet werden. Offensichtlich war die in
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der Literatur beschriebene feste Bindung von Hb an den Imidazol-Trager auf langsame sekundare
Bindungsvorgange, z.B. hydrophobe Wechselwirkung mit langeren Kohlenwasserstoffresten, zurick-
zufihren (mundliche Mitteilung von K. Pommerening). Damit waren die Kriterien nach einer spezifi-
schen, schnellen und festen Hb-Bindung flr die sensorische Anwendung nicht erfillt. Die Idee, H&m-
Liganden als Hb-Fangermolekuile einzusetzen, wurde daher nicht weiter verfolgt.

Liganden der zentralen Bindungstasche

Desweiteren wurden die Polyanionen Benzen-1,2,4,5-tetracarbonsaure (BTC, Pyromellitsdure) und
Benzenhexacarbonsaure (BHC, ,Mellitsaure*) als potentielle Hb-Fangermolekiile untersucht (Struktur-
formeln C und D in Abb. 3.6). Wie Gorner (1997) vermutet, binden diese Molekile aufgrund ihrer stark
negativen Ladung (bei pH 7,0 vier bzw. sechs negativ geladene Carboxylreste) wie der allosterische
Effektor 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG) im zentralen Hohlraum des Hb-Molekiils (Benesch, 1969).
Rontgenstrukturanalysen von Arnone (1972) belegen die ionische Wechselwirkung des allosterischen
Effektors mit 3 positiv geladenen Aminosaureresten (N-terminale Aminogruppe, Lysin EF6 und Histidin
H21) in der Bindungstasche. Der Vorteil einer ionischen Wechselwirkung des Liganden mit dem Ziel-
molekil in Hinblick auf die Sensorapplikation ist die einfache Regenerierbarkeit der funktionalen Ober-
flache durch Erhéhung der Salzkonzentration oder Anderung des pH-Werts. Diese Eigenschaft nutzte
Gorner (1997) fur die Entwicklung neuer Materialien fir die Hb-Affinitdtschromatographie. Zur Elution
der Hb-Subtypen verwendete er einen BIS-TRIS-Puffer (pH 6,1-7,4). In der Publikation wurden aller-
dings keine Angaben Uber die eingesetzten Konzentrationen gemacht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst der Einfluss des Puffers auf die ionische Wechselwirkung
von Hb mit BTC/BHC modifizierten Biacore-Chips untersucht. Die Menge an gebundenem Hb nahm
erwartungsgemafl mit zunehmender Salzkonzentration ab (in der Reihenfolge der Puffer 10 mM
Phosphat pH 6 (15 000 Response Units, RU gebunden), 100 mM Phosphat pH 6 (4 000 RU), 100 mM
Phosphat + 140 mM NaCl pH 7.4 (400 RU) und 100 mM Phosphat + 140 mM NacCl pH 7.4 mit Tween
20 (<10 RU)). Es ist anzunehmen, dass die elektrostatische Wechselwirkung des Hamoglobin-Mole-
kuls mit der negativ geladenen Oberflache zum Nachteil der Spezifitdt Uberwiegt. Die Zugabe von
Fremdproteinen (z.B. Casein, BSA) und Tensiden (Tween 20) zur Unterdriickung der unspezifischen
Hb-Anlagerung bewirkte allerdings auch eine Desorption der spezifisch gebundenen Hb-Molekiile. Die
Hb-Bindung an die mit BTC/BHC maodifizierte Oberflache wird also stark von Schwankungen der
lonenstarke, der Fremdproteine und dem pH-Wert beeinflusst. Daraus konnte geschlussfolgert
werden, dass unter den spateren Assaybedingungen nicht genligend und reproduzierbar gebundenes
Hb fur die Testdurchfihrung zur Verfigung steht. Mit diesem Ansatz wurde daher nicht weiter gear-
beitet.
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Hochmolekulare Hamoglobin-Fangermolekile

Antikdrper
In konventionellen Enzymimmunoassays werden Antikdrper als Bioerkennungselemente verwendet.

Diese zeichnen sich meist durch eine hohe Affinitdt (Dissoziationskonstanten im nM Bereich) und
Spezifitat aus. Antikdrper gegen Hb sind kommerziell erhdltlich. Die Angaben zu Affinitadten und
Kreuzreaktivitaten zu anderen Hb-Subtypen sind jedoch oft mangelhaft. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei anti-human Hamoglobin Antikérper (a-hHb) aus Kaninchen von DAKO und DCS im nicht-
kompetitiven Format getestet, das der spateren Anwendung entsprach. Dazu wurden die Antikdrper
direkt an die aktivierten Carboxylgruppen des Chips gekoppelt und die Bindung von Hb an diese Fan-
germolekile untersucht. Fir die ausgewahlten Antikdrper konnten aus den gemessenen Biacore-
Sensorgrammen die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziation ko, und Dissoziation ko« ermittelt
werden (Kap. 2.4.3). Daraus wurden nach Karlsson (1994) die Dissoziationskonstanten Ky als MalR fir
die Bindungsstarke berechnet®. Fir beide a-hHb lag der Kp-Wert im unteren nM-Bereich, was tatsach-
lich eine starke Wechselwirkung mit dem Hb bedeutet. Der Kp-Wert von a-hHb (DAKO) betrug 6,4 nM,
von a-hHb (DCS) 40 nM. Da der a-hHb (DAKO) eine um das siebenfache niedrigere Dissoziations-
konstante besal3, wurde schlieRlich dieser Antikdrper flr die weitere Testentwicklung verwendet.

Haptoglobin
Um eine noch schnellere und starkere Bindung des Hb zu erreichen, wurde in der Literatur nach wei-

teren hochmolekularen Liganden gesucht. Die starkste Bindung wurde fur den natirlich vorkom-
menden Hb-Binder Haptoglobin (Hp) beschrieben. In der Literatur werden Dissoziationskonstanten von
10°-10"*> M angegeben (Hwang, 1980), was auf eine hochaffine Wechselwirkung hinweist. Hp ist ein
Plasmaprotein (mittlere Plasmakonzentration 2 g L%). Die physiologische Aufgabe des Hp besteht
darin, Hb, welches wahrend der intravaskularen Hamolyse freigesetzt wird, zu binden und zur Leber zu
transportieren (Langlois, 1996). Dabei soll ein Eisenverlust und ein damit verbundener Nierenschaden
verhindert werden. Wie Antikérper besteht Hp aus 2 leichten (L) und 2 schweren (H) Peptidketten und
kann deshalb als ,antikérpermimetisches Molekul* bezeichnet werden. Die Primarsequenz der H-Kette
zeigt eine Homologie zu den Serin-Proteasen. Anstelle von Histidin an Position 57 und Serin an Posi-
tion 195 befinden sich allerdings die Aminosauren Lysin und Alanin, was den Verlust der proteolyti-
schen Aktivitat von Hp bewirkte (Kurosky, 1980). Die L-Kette besitzt Ahnlichkeiten mit einer ,Kringel*-
Doméne des Plasminogens und der leichten Kette des IgG-Molekils (Bowman, 1987). Elektronenmi-
kroskopische Aufnahmen zeigen eine hantelférmige Struktur, in der die beiden globularen H-Ketten
Uber die L-Ketten verbunden sind. Fiur die Hb-Bindung wird angenommen, dass das Hb in Dimere
dissoziiert, die sich jeweils an eine H-Kette in einer ,trans (Z)-Konfiguration®, d.h. auf entgegenge-
setzten Seiten des hantelférmigen Molekils anlagern (Wejman, 1984). Als Glykoprotein enthalt Hp
zudem Kohlenhydratreste, die an die H-Kette geknlpft sind, aber nicht an der Hb-Bindung beteiligt
sind. Im Plasma liegen 3 Hp-Phé&notypen vor: Hp 1-1 (86 kD), Hp 2-1 (86-300 kD) und Hp 2-2 (170-900
kD), wovon die beiden zuletzt genannten aggregieren. Die beschriebenen Eigenschaften machten Hp
zu einem auch fir analytische Zwecke geeigneten Hb-Binder. Dazu wurde in der Arbeit zun&chst die

1 Je geringer der Kp-Wert ist, desto stéarker ist die Bindung
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Bindungsstarke unter Bedingungen getestet, die der spateren Anwendung entsprachen. Fir die
Untersuchungen als Hb-Fangermolekil im Rahmen dieser Arbeit wurde Hp 1-1 verwendet, da dieser
Phéanotyp die héchste Hb-Bindungskapazitat besitzt (Delanghe 2000). Hp wurde an die Biacore-Chip-
oberflache gekoppelt und Bindungskinetiken mit HbAo und HbAlc gemessen. Die ermittelten

Geschwindigkeitsraten fiir die Dissoziation betrugen kos(HbAo) = 2.1 E-4 s71; kos(HbAlc) = 2.5 E-4 s71,
Es zeigten sich geringfligige Unterschiede im Bindungsverhalten von Hp zu HbAo bzw. HbAlc, die

aber fur die spatere Analytik (Sandwich-Immunoassay) vernachlassigt werden konnten. Der k,,-Wert

konnte in diesem Experiment nicht genau ermittelt werden. Zur Regenerierung war 30 mM HCI (pH
1,5) erforderlich. Dies fuhrte zu einer Abnahme der Hb Bindung um 2 % pro Messzyklus. Die bishe-
rigen Ergebnisse bestatigten nicht eindeutig, dass Hp ein starkerer Hb-Binder als der anti-Hb Anti-
korper ist. Beide Binder sollten deshalb im Affinitatsassay parallel als Hb-Fangermolekil getestet

werden, um herauszufinden, ob Hp sich vielleicht besser eignen wirde als a-hHb.

Tab. 3.4 fasst die Ergebnisse der Biacore-Untersuchungen zur Hb-Bindungsfahigkeit der ausge-
wahlten Liganden zusammen. Die untersuchten niedermolekularen Liganden eignen sich folglich nicht
fur das ausgewahlte Messprinzip. Die Bindung von Hamoglobin ist zu langsam bzw. zu schwach, um in
der fir biosensorische Messungen erforderlichen kurzen Zeit genug spezifisch gebundenes Hb fur die
weiteren Testschritte zur Verfigung zu stellen. Im Gegensatz dazu war das Hb-Bindungsverhalten der
hochmolekularen Biokomponenten anti-Hb-Antikérper (a-hHb, DAKO) und Haptoglobin 1-1 (Hp) stark
ausgepragt und wurde im folgenden fiur die Entwicklung des HbAlc-Immunosensors nach dem
Sandwich-Prinzip genutzt.

Tab. 3.4: Beurteilung der untersuchten Hamoglobin-Féngermolekule nach den Kriterien fiir die
Biosensoranwendung

Ligand Spezifitat Affinitat Regene- Biosensor Bemerkung
rierung
Aminopropylimidazol Bindung sehr langsam
- - - (> 60 min)
BHC, BTC Komplette Desorption bei
_ + + _ Erhdhung der lonen-
- starke und Zugabe von
Albumin
anti-Hb Antikdrper (DAKO) + - + Ko=6,4 nM

Haptoglobin Hp 1-1 + + - + Ko< 0,1 nM
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3.2.2 Indirekt-kompetitiver Enzymimmunoassay und Sandwich-Enzymimmu-
noassay fur HbAlc in Mikrotiterplatten

Fir die spatere sensorische Anwendung war es wichtig, das Zusammenspiel der beteiligten Immuno-
komponenten zu uberprufen. Mit dem konventionellen Mikrotiterplatten-ELISA war es mdoglich, die
Assaybedingungen in Parallelexperimenten auszuarbeiten. Zundchst wurden mit den ausgewahlten

Liganden glkPP bzw. a-hHb und Hp ein indirekt-kompetitiver Immunoassay bzw. Sandwich-ELISA fir
die HbAlc-Bestimmung entwickelt. In Abb. 3.7a und 3.7b ist das Prinzip beider Assay-Formate sche-
matisch dargestellt.
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Tragermaterial Tragermaterial

: A ® W Y

Glykiertes HbAlc Anti-HbAlc Markerenzym Haptoglobin Anti-Hb
Pentapeptid Antikorper Antikorper

Abb. 3.7a: Vereinfachte Darstellung des indirekt-kom- Abb. 3.7b: Vereinfachte Darstellung des Sandwich-
petitiven Assay-Prinzips zur Quantifizierung von HbAlc Prinzips zur spezifischen Detektion von HbAlc mit
auf Basis von immobilisierten glkPP als HbAlc-Ana- a-hHb und Hp als Hb-Fangermolekiile und einem

logon. a-HbA1lc Antikorper.

Beim indirekt-kompetitiven Immunoassay konkurrieren das immobilisierte glkPP als HbAlc-analoge
Verbindung und HbAlc aus der Probe um die Bindungsstellen des HbAlc spezifischen Antikdrpers.
Bei dem Sandwich-Immunoassay wird Hb an einer Affinititsmatrix selektiv angereichert und HbAlc im
Folgeschritt Uber einen enzymmarkierten HbAlc spezifischen Antikdrper nachgewiesen. Im Mikroti-
terplatten-ELISA besteht die Affinitatsmatrix aus an Polystyrol adsorptiv gebundenem Hp bzw. a-hHb.
In den folgenden Kapiteln wird die Testentwicklung schrittweise beschrieben.
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3.2.2.1 Oberflachenbelegung

Zur Entwicklung eines indirekt-kompetitiven ELISAs musste das glykierte Pentapeptid (glkPP) auf der
Mikrotiterplatte immobilisiert werden. Aus der Literatur war bekannt, dass die direkte Kopplung von
Peptiden an funktionalisierten Covalinka -Platten mdglich ist (Sondergard-Andersen, 1990). Es zeigte
sich allerdings bei kovalent immobilisierten glkPP, dass das Hintergrundsignal durch die unspezifische
Bindung der verwendeten Antikdrper hoch war und zu nicht-reproduzierbaren Ergebnissen fihrte.
Deshalb wurde ein glkPP-BSA-Konjugat nach der EDC/NHS-Methode hergestellt, mit dem die Mikroti-
terplatte beschichtet wurde. Der Kopplungserfolg wurde rein qualitativ mit der Nitroblautetrazolium
(NBT)-Farbung des Fructosamin-Tests (Baker, 1994) nachgewiesen. Eine starke Violettfarbung des
gereinigten Konjugats im Vergleich zum Ausgangsprotein bestétigte eine positive Konjugation.
AnschlieBend wurde mit variablen Konzentrationen des Konjugats von 0,001-10 pug ml? beschichtet
und das Hapten Uber den anti-HbAlc-Antikérper (Roche) aus Schaf und einem anti-Schaf-Biotin-
Avidin-GOD-Komplex (a-shBt-AvGOD) als Sekundé&rantikdrper detektiert. Die Adsorptionsisotherme
(gemessenes Signal vs. Beschichtungskonzentration in linearer und semilogarithmischer Auftragung)
zeigte eine Sattigung bei einer Beschichtungskonzentration ab 1 pg ml*. Fir den Assayaufbau wurde
daher mit einer Konzentration von 4 ug ml* gearbeitet. Die Beschichtungszeit betrug dabei 1 h bei RT.
Zur Entwicklung des Sandwich-ELISAs wurden a-hHb oder Hp adsorptiv an die Maxisorpa -Oberflache
gebunden. Voraussetzung flr einen sensitiven Assay war eine hohe Proteinbelegungsdichte. Um
herauszufinden, bei welcher Konzentration beschichtet werden soll, wurde von 0,001-10 pg ml* vari-
iert. Gebundener a-hHb wurde indirekt mit GOD markierten a-rabbit 19G, gebundenes Hp mit POD
markierten a-Hp nachgewiesen. Eine spezifische Anlagerung der Nachweisantikdrper erfolgte bei a-
hHb ab 0,05 pg ml?, bei Hp ab 0,01 pug ml?. Die Sattigung wurde ab 5 pug ml* Protein-Beschichtungs-
konzentration beobachtet. Fir den Assayaufbau wurde daher eine Beschichtungskonzentration von 10
pg ml* gewahlt. Bei dieser Konzentration betrug die Proteinbelegungsdichte 0,25 pg cm= (ermittelt mit
dem BCA-Proteinbestimmungstest von Pierce nach dem Mikrotiterplattenprotokoll).

Da die mit a-hHb oder Hp modifizierte Oberflache als Bezuggrofle fur Gesamthamoglobin dienen
sollte, wurde Uberprift, inwiefern Hb reproduzierbar von der Affinitdtsmatrix gebunden wurde. Je 4
Maxisorpa -Platten wurden mit a-hHb und Hp nach den optimierten Bedingungen (10 pg ml?, 1h bei
RT) beschichtet, freie Bindungsstellen mit 3 % (w/v) BSA in PBS (pH 7,4) abgeséttigt und reprasentativ
fur alle Hb-Typen mit HbAo (10 pg ml?) inkubiert. Die gemessene Enzymaktivitat von a-hHb-POD
diente als Maf3 fur die Menge an gebundenem Hb und wurde einer statistischen Auswertung unter-
zogen. Die Gesamtstreuung der Messwerte innerhalb einer Spalte wurde mit der Standardabweichung
der Mittelwerte aller Spalten einer Platte verglichen (,within-batch precision®). Aus den berechneten
Mittelwerten aller 4 Platten (,between-batch precision”) wurde ein Variationskoeffizient von < 4 %
ermittelt. Vom Hersteller wird eine relative Standardabweichung von 5 % garantiert (Nunc, 1997).
Damit liegt sie innerhalb der erforderlichen Normen.

Die Ergebnisse zeigten, dass eine reproduzierbare Adsorption von a-hHb und Hp an den Mikrotiter-
platten erfolgt. Als nachstes wurden Blockierungsexperimente zur Verringerung der unspezifischen
Hb-Bindung durchgefihrt.
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3.2.2.2 Test verschiedener Blockierungsreagenzien

Bereits in den vorangegangenen Biacore-Versuchen (Kap. 3.2.1) wurde die unspezifische Bindung
des Hamoglobins als Problem erkannt und sollte durch Wahl eines geeigneten Inkubationspuffers
geltst werden. Die Pufferzusammensetzung fir den Mikrotiterplatten-ELISA, bei der die geringste
unspezifische Hb-Bindung auftrat, wurde durch Variation von Fremdproteinzusatzen und Tensiden
(Tween20; 0,05-0,1 % (v/v)) in Parallelexperimenten ermittelt. Hierbei wurden laborinterne Erfahrungen
und Angaben aus der Literatur (Robertson, 1985) genutzt. Als Blockprotein wurden Rinderserumal-
bumin (BSA), Crotein C, Casein, Rotiblocka und neonatales Kalberserum (nKS) getestet. Die einge-
setzte Konzentration betrug 1; 3 oder 5 % (w/v) in PBS (pH 7,4). Das Testformat war folgendermaf3en
konzipiert: Je eine Halfte der Maxisorpéa -Mikrotiterplatte wurde mit und ohne Blockpuffer behandelt
(1 h bei RT), bevor mit 0-30 pg mi* HbAo im korrespondierenden Puffer inkubiert wurde. Adsorbiertes
Hb wurde indirekt mit einem a-hHb-POD Antikorper detektiert. Ein Vergleich der Mess-Signale mit und
ohne Blockierungsschritt zeigte, dass mit Crotein die unspezifische Bindung von Hb um nur maximal
30 % und mit nKS um 40 % reduziert werden konnte. Durch Erhéhung des tensidischen Anteils konnte
eine marginale Verbesserung (30-33 %) erzielt werden. Diese Beobachtung stand damit im Wider-
spruch zu Klein (1997), der die Verwendung von Crotein als Blocksubstanz bei Immunoassays zum
Test von HbAlc spezifischen Antikérper empfohlen hat. Desweiteren nahm bei Crotein- und nKS-hal-
tigen Losungen die unspezifische Hb-Bindung bereits ab einer Inkubationskonzentration von 5 pg ml?
stark zu. Im Gegensatz dazu erfolgte bei BSA- und Casein-Blockierungslésungen (3 % in PBS mit 0,05
% (v/v) Tween20) sowie Rotiblockd die Hb-Bindung erst ab einer Hb-Inkubationskonzentration von 20
pg mlt. Wie sich bei spateren ELISA-Experimenten zur spezifischen HbAlc-Bestimmung heraus-
stellte, bewirkten Casein- und Rotiblocka -Zusatz im Gegensatz zu BSA im Inkubationspuffer einen
Sensitivitatsverlust von 60 %. Als giinstigstes Blockierungsreagens erwies sich daher 3 % (w/v) BSA in
PBS-Tween20 (0,05 % (v/v)).

3.2.2.3 Wahl des HbA1lc spezifischen Antikérpers

Zur spezifischen Detektion von HbAlc eigneten sich vor allem Antikdrper. Boronsaure-Derivate, die
zur Trennung von glykierten Hamoglobin in der Affinitdtschromatographie verwendet werden (Mallia,
1981), besitzen fur die geplante Biosensor-Anwendung eine zu geringe Affinitat und Spezifitat (Weith,
1970) und wurden daher nicht untersucht. Fur die Testentwicklung standen eine Reihe kommerzieller
Antikoérper zur Verfugung, die mit Hilfe des Biacore-Gerats naher charakterisiert wurden. Es handelte
sich dabei um einen monoklonalen IgG; Antikérper aus Maus von New England Immunology Associate
(Maus-a-HbAlc, nEIA), einen polyklonalen IgM Antikdrper aus Schaf von US Biological (Schaf-a-
HbAlc, USB), einen polyklonalen IgG Antikérper aus Kaninchen von Strategic Biosolution (Kaninchen-
a-HbAlc, StratBio) und einen polyklonalen IgG Antikérper aus Schaf von Roche-Diagnostics (Schaf-a-
HbAlc, Roche).
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Es wurden folgende Testformate durchgefuhrt:

a) direkte Bindung (Ak an immobilisiertes HbAlc oder umgekehrt)

b) nicht-kompetitive Bindung von Ak an HbAlc bzw. glykiertem Pentapeptid (glkPP). Bei dieser
Methode (Biacore: "Affinity in solution”, Kap. 2.4.3) wird Ak + HbAlc vorinkubiert und anschlieRend
freier Ak durch Bindung an immobilisiertes glykiertes Peptid im Durchfluf? bestimmt. Die Anfangsstei-
gung des Signals ist dabei proportional zur Konzentration freier Antikorper.

¢) Sandwich: 1. Antikdrper (a-hHb, DAKO) immobilisiert, Hb bzw. HbA1lc injiziert, 2. Antikdrper injiziert

Die Ergebnisse der Biacore-Untersuchungen sind in Tab. 3.5 zusammengefasst.

Tab. 3.5: Affinitatsdaten der HbAlc spezifischen Antikérper ermittelt am Biacore-Geréat

Antikdrper (AK) immobilisiert Testformat Kp Bemerkungen

Maus-a-HbAlc Antikdrper (nEIA) Ak ¢ > 1 mM (glkPP)

Schaf-a-HbA1c Antikdrper (USB) a-Hb (DAKO) c > 100 nM (Hb)  unspezifsch!

Kaninchen-a-HbAlc Antikorper (StratBio) HbAlc a - Kreuzreaktivitét
mit Hb

Schaf-a-HbA1lc Antikorper (Roche) glkPP b 0,33 nM (glkPP)

Schaf-a-HbAlc Antikorper (Roche) glkPP b 73 nM (HbA1c)

Schaf-a-HbA1c Antikérper (Roche) glkPP a 25 nM (glkPP)

Der von uns getestete monoklonale Maus-a-HbAlc (nEIA) zeigte nur eine schwache Bindung sowohl
an HbAlc als auch an HbAo. Der Ko-Wert fir glkPP betrug Gber 1mM. Auch mit dem Schaf-a-HbAlc
Ak von USB und dem Kaninchen-a-HbAlc Ak von StratBio wurde keine spezifische Bindung von
HbAlc festgestellt. Als einzig brauchbarer Antikdrper erwies sich der Schaf-a-HbAlc Antikdrper von
Roche. Der Kp-Wert fir HbAlc wurde im nicht-kompetitiven Testformat mit immobilisiertem glkPP und
Ak und HbAlc in Losung bestimmt und betrug 70 nM. Ferner wurde beobachtet, dass dieser Ak glkPP
mit hdherer Affinitat als HbAlc bindet (Kp-Wert im nicht-kompetitiven Format mit glkPP in Lésung = 0,3
nM). Der Kp-Wert des Ak in Lésung und immobilisierten glkPP betrug 25 nM. Diesen Ergebnissen
zufolge wurde fur die Entwicklung der HbAlc-Immunoassays der Schaf-a-HbAlc Antikdrper von
Roche verwendet.

3.2.2.4 Bestimmung der Antikérperverdiinnungen

Die geeignete Arbeitskonzentrationen der Antikdrperlésungen fur den indirekt-kompetitiven und
Sandwich-ELISA wurden durch die ,Schachbrett-Titration* ermittelt (Crowther, 1995). Dabei wurden
verschiedene Kombinationen von Antikérperverdiinnungen von Primér- und Detektionsantikdrper auf
das hdchste Verhdltnis von spezifischer und unspezifischer Bindung getestet. In Hinblick auf die spa-
teren sensorischen Messungen wurde Glucoseoxidase (GOD) als Markerenzym verwendet. Diese
setzt b-(D)-Glucose unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff zu Gluconolacton um. Das zusatz-
lich gebildete H,O, kann in Sensorkonfiguration direkt an der Elektrode umgesetzt werden. Im ELISA
wurde es Uber eine enzymatische Hilfsreaktion mit POD und 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) als
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chromogenes Substrat nachgewiesen. Da ein GOD-markierter a-Schaf 1gG nicht kommerziell erhalt-
lich war, wurde der Sekundarantikérper modular aus einem Biotin-a-Schaf IgG-Konjugat und Avidin-
GOD aufgebaut (Bezeichnung: a-shBt-AvGOD). Bei Avidin-Biotin handelt es sich um ein hochaffines
nichtimmunologisches Bioerkennungssystem mit einem Kp-Wert von ca. 1 pM (Tijssen, 1993). Die
Bindung erfolgt daher rasch und laut Herstellerangaben kann die Ak-Losung unmittelbar nach dem
Mischen der Komponenten eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde das Sekundéarantikbrper-System
15-30 min vorinkubiert. An einer a-HbAlc beschichteten Mikrotiterplatte wurden Verdiinnungen von
a-shBt-AvGOD im Bereich zwischen 1/100 und 1/2000 getestet. Die besten Ergebnisse beziglich
spezifischer zu unspezifischer Bindung wurden mit einer Verdinnung von 1/1000 fiir beide Kompo-
nenten erhalten. Der a-HbAlc Antikérper wurde an einer HbAlc beschichteten Mikrotiterplatte
getestet, wobei die Antikérperlésung im Bereich von 1/500 und 1/10000 verdiinnt wurde und gebun-
dener Ak mit a-shBt-AvGOD (1/1000 verdiinnt) nachgewiesen wurde. Hier erwies sich ebenfalls eine
1/1000 Verdinnung am geeignetsten.

Um unter Gleichgewichtsbedingungen arbeiten zu kénnen, wurde 1 h bei RT fur die Inkubation der
Antikdrper gewahlt.

Tab. 3.6 fuhrt die optimierten Bedingungen fir den indirekt-kompetitiven und Sandwich-ELISA zur
Bestimmung von HbAlc an.

Tab. 3.6: Optimierte Bedingungen zur Durchfiihrung eines indirekt-kompetitiven (ind.-komp.) und Sandwich-
ELISAs zur Bestimmung von HbAlc

Parameter
Beschichtungskonzentration (Fangermolekiil oder BSA-Konjugat) 4 pg ml* (ind.-komp.)
10 pg ml* (Sandwich)
Beschichtungspuffer Carbonatpuffer, pH 9,6 (ind.komp.)
PBS, pH 7,4 (Sandwich)
Beschichtungsdauer, -temperatur 1h, RT
Blockierungslésung 3 % BSA in PBS-Tween20 (0,05 %)
Hamoglobin-Gesamtkonzentration 10 pg ml?
Verdiinnung des a-HbA1lc Antikérpers (Primarantikorper) 1/1000
Verdiinnung des a-shBt-AvGOD (Sekundarantikdrper) 1/1000

Temperatur RT
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3.2.2.5 Durchfuhrung des indirekt-kompetitiven Immunoassays und Sandwich-
ELISAs mit HbAlc/HbAo Gemischen

Mit den bisher gewonnenen Erkenntnissen wurden HbAlc-Bestimmungen im ELISA nach den opti-
mierten Bedingungen durchgefiihrt. Dabei wurde mit selbstpréparierten, hochreinen Hb-Proben mit
definiertem HbAlc/HbAo Verhaltnis gearbeitet.

Zunéachst konnte im indirekt-kompetitiven Immunoassay (Schema in Abb. 3.7a dargestellt) kein
HbAl1c-konzentrationsabhéngiges Signal gemessen werden. Es zeigte sich, dass fur eine reprodu-
zZierbare a-HbAlc-Bindung HbAlc mit Guanidin-Hydrochlorid vorbehandelt werden muss (Knowles,
1987). Wie aus der Literatur bekannt war, fuhrt dies zu einer freien Zuganglichkeit des HbAlc-Epitops.
Das Denaturierungsreagens hat dabei mit einer Konzentration von unter 0,15 M unter Assaybedin-
gungen keinen Einfluss auf die Antikdrper-Affinitéat. Fur die Konkurrenzreaktion in der Mikrotiterplatte
wurden die Kontaktzeiten von 1 min bis 60 min variiert, wobei die HbAlc-Probe mit dem a-HbAlc
Antikdrper eine halbe Stunde vorinkubiert wurden. Es zeigte sich, dass bei Kontaktzeiten tber 5 min
die unspezifische Bindung von Hb stark zunahm. Aus diesem Grund und hinsichtlich einer méglichst
kurzen Analysendauer wurde bei den folgenden ELISA-Durchfliihrungen eine Kontaktzeit von 1 min far

die mit dem a-HbAlc Antikdrper vorinkubierten HbAlc-Proben in der Mikrotiterplatte verwendet.

Es wurde eine HbAlc-Standardkurve mit einem nutzbaren Messbereich von 5-50 % (1,5-15 pg ml*
bzw. 23-232 nM HbAlc) aufgenommen (Abb. 3.8). Die relative Streuung der Messdaten lag dabei
unter 3 %. Damit konnte verifiziert werden, dass sich der indirekt-kompetitive IA zur HbAlc-Bestim-
mung im klinisch relevanten Bereich prinzipiell eignet.
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Abb. 3.8: HbAlc-Kalibrationskurve im kompetitiven ELISA-Format. Hb-Endkonzentration: 465 nM
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Der Sandwich-Immunoassay zur Bestimmung von HbAlc (schematische Darstellung der Konfiguration
in Abb. 3.7a) wurde sowohl mit Haptoglobin beschichteten als auch mit a-hHb beschichteten Mikroti-
terplatten durchgefihrt. Es zeigte sich, dal3 in beiden Féllen ein spezifischer und genauer Nachweis
der HbAlc Konzentration mdglich ist. Eine Standardkurve fir HbAlc war Uber den gesamten Mel3be-
reich von 0,1 bis 20 % HbAlc linear (0,5-2 pg ml?* bzw. 7,75 —=31 nM), bei einer konstanten Gesamt-
Hamoglobin-Konzentration von 10 mg L (Abb. 3.9). Die relative Streuung CV der Messwerte lag bei
dem Hp-basierten Assay zwischen 0,9-3,3 %, beim a-hHb basierten Assay zwischen 2,2-6,9 %. Damit
konnte im Vergleich zu dem in der Literatur beschriebenen Enzymimmunoassay mit Direktadsorption
(John, 1993), bei dem ein Variationskoeffizient von 11 % ermittelt wurde, praziser gemessen werden.

Zusatzlich wurde beim Hp basierten Assay eine hdhere Sensitivitat und Reproduzierbarkeit gemessen
als beim a-hHb basierten Assay. Der Unterschied ergibt sich aus den Eigenschaften des verwendeten
Antikdrpers. Bei a-hHb handelt es sich um ein polyklonales Antiserum, das zwar Hb spezifisch bindet,
aber in seinen Bindungsstellen heterolog ist (Tijssen, 1993). Es werden unterschiedliche Epitope am
Hb-Molekil erkannt, woraus eine zuféllige Orientierung des glykierten N-Terminus der Hb-b-Kette und
im weiteren Testschritt eine geringere Bindung von a-HbAlc als beim Hp-basierten Assay resultiert
(Javid, 1981). Hp kann als ,monoklonaler Antikérper* mit einer homologen Bindungsstelle betrachtet
werden. Bei der Hp-Hb-Komplexbildung dissoziiert Hb in alpha-beta Dimere (Wejman, 1984), die in
einer definierten Orientierung vom Hp gebunden werden. Von dem Unterschied im Bindungsmecha-
nismus abgesehen, muss in beiden Fallen die Wechselwirkung mit Hb zu einer partiellen Entfaltung
von Hb fuhren, da dadurch der glykierte N-Terminus fir die a-HbAlc Antikdrper-Bindung vollstandig
zuganglich gemacht wird. Dies erkéart, warum beim Sandwich-Immunoassay im Gegensatz zum indi-

rekt-kompetitiven Assay die HbAlc-Probe nicht denaturiert werden muss.

ABS ..

oo+—1r—— -
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% HbAlc vom Gesamt-Hb

Abb. 3.9: HbAlc-Kalibrationskurve im nicht-kompetitiven ELISA-Format (Sandwich). Hb-Endkonzentration:
155 nM. Fangermolekul: Haptoglobin (Kreise); anti-Hamoglobin Antikérper (Dreiecke)
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3.2.2.6 Variation der Antikérper-Inkubationszeiten

In den vorangegangenen Experimenten wurde stets mit einer Antikdrper-Inkubationszeit von 1 h
gearbeitet. In Hinblick auf eine méglichst kurze Dauer der Testdurchfuhrung wurde tberpruft, welchen
Einfluss die Inkubationsdauer von Hb-Proben und Antikdrperldsungen auf die Sensitiviat und Detek-
tionsgrenzen des Sandwich-ELISAs sowohl fur a-hHb als auch fir Hp als FAngermolekul hat. In Paral-
lelversuchen wurde jeweils ein Inkubationsschritt (Hb-Probe, a-HbAlc oder a-shBt-AvGOD) von 1 h
auf 15 min verkirzt. Als Mal3 fur die Sensitivitat wurden die Steigungen der Kalibrationsgeraden aus-
gewertet, die in einem Messbereich von 0-20 % HbAlc aufgenommen wurden. Trotz der hohen Affini-
taten der Fangermolekile zu Hb (Hp-Hb: Kp = 0,1 nM, a-hHb-Hb: Ky = 6,4 nM), bewirkte eine Verkir-
zung der Inkubationszeit mit den Hb-Proben den groRten Effekt auf die Assay-Sensitivitat. Im Vergleich
zur einstindigen Inkubation verringerte sich das Signal um 80 %. Hingegen wurden bei den redu-
zierten Inkubationszeiten von a-HbAlc bzw. a-shBt-AvGOD Sensitivitatsverluste von 70 bzw. 50 %
beobachtet. Eine Verschiebung der Detektionsgrenzen wurde nicht festgestellt. Demnach kénnte ein
anderes Detektions- und Amplifizierungssystem bei verkirzten Inkubationszeiten die gleiche Sensiti-
vitat beziglich HbAlc-Bestimmung wie beim herkdmmlichen Protokoll liefern. Alternativen sind die
hochsensitiven POD-Substrate TPM-PS (Kap. 3.1.2) und das Fluorogen Amplex-Redad mit einer
unteren Nachweisgrenze fur H.O, von 20 nM (Amundson, 1999).

Abschlie3end ist zu bemerken, dass mit den entwickelten ELISAs Methoden zum spezifischen HbAlc-
Nachweis etabliert wurden. Originell ist dabei die Verwendung von Haptoglobin als ,antikbrpermimeti-
schem* Hb-Fangermolekil im Sandwich-Testformat und eines synthetischen Peptids als HbAlc ana-
loge Verbindung fur den kompetitiven Assay. Die erworbenen Kenntnisse sind zudem essentielle
Voraussetzungen fir den Aufbau eines HbAlc-Immunosensors.
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3.2.3 Kompetitive und Sandwich-Immunoassays auf Cellulose-Membranen

Um den entwickelten indirekt-kompetitiven Immunoassay und den Sandwich-Immunoassay in Sen-
sorkonfiguration durchfihren zu kénnen, mussten die Immunoreaktanden in Transduktornahe
gebracht werden. Als Transduktor wurde eine Pt-Elektrode verwendet. Da Platin chemisch inert ist, ist
eine direkte kovalente Immobilisierung der Biokomponente schwierig. Aus diesem Grund wurden die
Immunoreaktanden auf einer Membran fixiert, der zudem die Elektrode vor der Passivierung durch
unerwiinschte Proteinanlagerungen schiitzt. Zum Einsatz kamen Dialyse-Membranen auf Cellulose-
Basis (Cuprophanad und Nephrophan). Diese Membranen sind diinn (< 20 pm), mechanisch stabil und
besitzen freie Hydroxylgruppen (OH-Gruppen), die fur eine Kopplungsreaktion chemisch aktiviert
werden konnen. Der Vorteil von Dialyse-Membranen gegentiber den kommerziell erhéltlichen vorakti-
vierten Immunodyned ABC und UltraBinda Membranen (Pemawansa, 1990), die nicht chemisch vor-
behandelt werden missen, sind deren bessere Diffusionseigenschaften fir niedermolekulare redox-
aktive Verbindungen und folglich auch die geringeren Ansprechzeiten (Warsinke, 1992). Wie Warsinke
(1992) am Beispiel eines Membran-Immunosensors fur Interferon zeigen konnte, verringert sich die
Sensitivitdt des Sensors um den Faktor 5 bei Immunodyne-Membranen im Vergleich zu Cellulose-
Membranen. Cellulose besitzt zudem eine hydrophile Oberflache, wodurch unspezifische Anlage-
rungen von Proteinen gering gehalten werden kdnnen.

Im folgenden wurde fir jede Biokomponente (glkPP fir den kompetitiven Immunoassay, Hp und a-hHb
fur den Sandwich-Immunoassay) die Immobilisierungsprozedur auf Dialyse-Membranen optimiert.
Durch systematische Untersuchungen sollten dabei sowohl die Effektivitat der Aktivierungsreagenzien
Uberprift werden als auch Modifizierungsbedingungen gefunden werden, bei denen die mechanische
Stabilitat der Cellulose-Membran aufrechterhalten bleibt und kein Einfluss auf die Funktion der gekop-
pelten Liganden stattfindet.

3.2.3.2 Aktivierung der Cellulose-Membran

Fur die Aktivierung von OH-Gruppen werden in der Literatur verschiedene Reagenzien beschrieben
(vergleiche dazu Kap. 1.6.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1,1'-Carbonyldiimidazol (CDI) und
1-Cyano-4-dimethylaminopyridintetrafluoroborat (CDAP) als Aktivierungsreagenzien fir Cellulose
getestet. Die Reaktionsschemata der Aktivierung und Kopplung eines aminofunktionalen Liganden
sind fur CDI in Abb. 3.10 und fir CDAP in Abb. 3.11 gezeigt.
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Abb. 3.10: Schematischer Ablauf der Aktivierung (A) von Cellulose-Membranen mit 1,1'-Carbonyldiimidazol mit
anschlielender Hydrolyse (B) zur Bestimmung des Aktivierungsgrades uber das Spaltprodukt Imidazol oder
nachfolgender Kopplung eines aminofunktionalen Liganden (C) unter Ausbildung von Urethan-Bindungen
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Bei der Aktivierung von Hydroxylgruppen mit CDI enstehen intermediar Imidazolylcarbamate, die mit
N-nukleophilen Verbindungen, z.B. Aminen, zu Urethan-&hnlichen Derivaten reagieren. Die resultie-
rende Bindung ist ungeladen und zeichnet sich durch eine hohe Stabilitat aus (Hermanson, 1992). CDI
wird deshalb vorwiegend zur Aktivierung von Chromatographie-Tragermaterialien fur die Kopplung von
Liganden eingesetzt (Hearn, 1979). Warsinke (1992) verwendete CDI zur Aktivierung von Cellulose-
Membranen fur die Immunosensorapplikation. Nach der beschriebenen Modifizierungsvorschrift wurde
in unserer Gruppe erfolgreich ein Creatinin-Sensor auf Basis von CDl-aktivierten Cellulose-Mem-
branen entwickelt (Benkert, 2000a). Da CDI stark hydrolyseempfindlich ist, wurde die Aktivierung in
wasserfreiem Aceton durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die Membranen dadurch spréde und briichig
wurden. Neben Aceton sind cyclische Carbonate, die durch einen Uberschuss an Aktivierungsagens
gebildet werden, fur diese Rigiditat der Membran mitveranwortlich (Hearn, 1987).
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Abb. 3.11: Reaktionsschema der Aktivierung (A) von Cellulose-Membranen mit 1-Cyano-4-dimethylaminopyri-
dintetrafluoroborat (CDAP), der Hydrolyse (B) der aktiven Gruppen zur Bestimmung des Aktivierungsgrades uber
das Spaltprodukt Dimethylaminopyridin (DMAP) und Kopplung (C) eines aminofunktionalen Liganden unter
Ausbildung von Isoharnstoff-Bindungen

Es wurde deshalb nach einem schonenderen Verfahren gesucht, bei dem die Aktivierung in wassrigen
Lésungen durchgefiihrt werden kann. In der Literatur wurde CDAP beschrieben, das als Ersatz fur das
toxische Bromcyan (CNBr) zur Aktivierung von Sepharose (Kohn, 1983) und zur Herstellung von
Immunogenen verwendet wurde (Lees, 1996; Shafer, 2000). Die relativ milden Bedingungen (pH 7-9,
wassriges System) und die kurze Aktivierungsdauer (< 2,5 min) waren dabei von groRem Vorteil. Bei
der Aktivierung von OH-Gruppen mit CDAP werden intermediar Pyridinisoharnstoffe gebildet, die mit
aminofunktionalen Verbindungen unter Abspaltung von Dimethylaminopyridin nukleophil substituiert
werden (Abb. 3.11 nach Kohn, 1984).
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Die Aktivierung von Cellulose-Membranen mit CDAP wurde bislang nicht in der Literatur beschrieben.
Um einen Vergleich der Aktivierungsmethoden zu haben, wurden Membranaktivierungen mit CDAP in
Wasser (+ 5-26 % Acetonitril) und mit CDI nach Warsinke (1992) in Aceton durchgefiihrt. Die Anzahl
der aktiven Gruppen auf der Membranoberflache wurden Uber die hydrolytischen Spaltprodukte Dime-
thylaminopyridin (von CDAP) und Imidazol (von CDI) bestimmt (Abb. 3.10 und Abb. 3.11). Imidazol
wurde spektrophotometrisch bei 206 nm nachgewiesen. Dimethylaminopyridin besitzt bei 282 nm ein
Absorptionsmaximum (Barbirz, 1999).
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Abb. 3.12a: Abhangigkeit des Aktivierungsgrades von Abb. 3.12b: Korrelation des Aktivierungsgrades von
der Dauer der Inkubation von Cellulose-Membranen Cellulose-Membranen mit der Aktivierungszeit unter
mit CDI (13,6 umol cm?) Einsatz von CDAP (13,6 pmol cm?)

In den Abb. 3.12a und 3.12b sind die Abhangigkeiten der Aktivierungsgrade von der Aktivierungsdauer
bei konstanter Stoffmenge des Aktivierungsreagenz (13,6 pumol cm?) dargestellt. Erwartungsgemar
stellte sich mit CDAP ein konstanter Aktivierungsgrad bereits nach 2 min ein, wahrend fir CDI-Aktivie-
rungen mindestens 1 h bendétigt wurde. Generell konnte aber festgestellt werden, dass mit CDI effek-
tiver als mit CDAP aktiviert werden konnte. In Abb. 3.13 ist der Vergleich der Aktivierungsgrade als
Funktion der eingesetzten CDI bzw. CDAP Konzentration gezeigt. Sowohl bei CDAP als auch bei CDI
konnte eine Sattigung ab 50 pmol cm2 beobachtet werden. Allerdings lag der maximal mogliche Akti-
vierungsgrad mit CDI (2,5 pmol cm?) um das zwodlffache héher als bei CDAP (0,2 pumol cm?). Dem-
nach ist anzunehmen, dass CDAP unter den Aktivierungsbedingungen zum Teil zersetzt wird>. Ob die
resultierende Aktivierungsausbeute bei CDAP flr eine homogene Belegung von aminofunktionalen
Liganden ausreicht, wurde Uberpriift, indem CDI- und CDAP-aktivierte Membranen (einheitlicher Akti-
vierungsgrad von 0,2 umol cm?) mit einem Uberschuss an 1,8-Diamino-3,6-dioxa-octan (DADOO)
umgesetzt wurden. Mit der TNBS-Methode nach Antoni (1983) war sowohl eine visuelle Kontrolle der

2 Im Vergleich dazu konnte keine Aktivierung mit 50 pmol cm? CDI in Wasser beobachtet werden. CDI wird komplett zersetzt.



Resultate und Diskussion 72

DADOO-Immobilisierung als auch die Quantifizierung der Aminogruppen der Membran maoglich. Beide
Membrantypen (CDI- und CDAP-aktivierte) zeigten eine gleichmaRige orange-gelbe Farbung. Mit den
nichtmodifizierten Kontrollmembranen konnte dagegen keine Farbung beobachtet werden. Damit
wurde fiir CDAP erstmals belegt, dass mit diesem Reagens ebenso wie mit CDI eine gleichmaRige
Aktivierung von Cellulose-Membranen mdglich ist. Die Kopplungsausbeute war aber, trotz des gleich
eingestellten Aktivierungsgrades, um die Halfte geringer als mit CDI.
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Abb. 3.13: Vergleich der Aktivierungsgrade als Funktion der eingesetzten CDI (Quadrate) und CDAP (Sterne)-
Konzentrationen

Die Aminogruppendichte betrug bei CDAP-aktivierten Membranen 0,09 pmol cm= und bei CDI-akti-
vierten Membranen 0,165 pmol cm™2. Es ist denkbar, dass die Pyridinisoharnstoff-Gruppen auf der
CDAP-aktivierten Membran unter den Kopplungsbedingungen (12 h in Carbonatpuffer, pH 9,5) insta-
biler als die Imidazolylcarbamate (CDI-aktvierte Membran) sind und schneller hydrolysieren, so dass
effektiv weniger aktive Gruppen fur die DADOO-Immobilisierung zur Verfigung stehen. CDAP ist im
wassrigen Medium zwar stabiler als CDI?, doch erfolgt eine komplette Hydrolyse der aktiven Gruppen
laut Kohn (1984) bei pH 7 (0,1 M Phosphatpuffer) in einigen Stunden (keine genaue Zeitangabe vor-
handen), wahrend Imidazolylcarbamate (CDI-aktvierte Membran) bei pH 8,5 mehr als 30 h beno-
tigen (Hearn, 1987). Die niedrige Kopplungsausbeute bei CDAP machte diese Methode, trotz der
milden Bedingungen, unwirtschaftlich. Da sie auch beziiglich Stabilitdt der Kopplungsgruppe keinen
Vorteil gegenliber der CDI-Aktivierung brachte, wurde fur die weiteren Modifizierungsschritte nur mehr
CDI eingesetzt. Die systematischen Untersuchungen mit CDI und CDAP waren aber insofern interes-
sant, als sich zeigte, dass kein Uberschuss an CDI fiir eine homogene und effektive Ligandenkopplung
notwendig ist. Mit CDI aktivierte Membranen, bei denen der maximal mdgliche Aktivierungsgrad (2,5
pmol cm2) eingestellt wurde, konnte nach Umsetzung mit dem bifunktionellem DADOO ebenfalls nur
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eine Aminogruppendichte von 0,15 pmol cm beobachtet werden. Warsinke (1992) fiihrte das Miss-
verhaltnis aus Aktivierungsgrad und Ligandendichte auf Bruckenbildung durch die bifunktionellen
Liganden zurlick. Er verwendete bei der Herstellung von Hydrazid-Membranen Bernsteinsauredihy-
drazid und fand, dass die Briickenbildung bei einem geringeren Aktivierungsgrad weniger ausgepragt
ist. Der Vorteil einer niedrigeren CDI-Konzentration fur die Aktivierung liegt auch darin, dass die Bil-
dung von cyclischen Carbonaten, die als Nebenreaktion bei der Verwendung eines CDI-Uberschusses
auftritt, weitgehend verhindert werden. Die modifizierten Cellulose-Membranen zeigten infolgedessen
auch eine hohere mechanische Stabilitat. Damit war eine wesentliche Voraussetzung fur die Konstruk-
tion eines Immunosensors erfllt.

In Tab. 3.7 werden die Eigenschaften der CDI und CDAP-aktivierten Membranen nochmals gegen-
Ubergestellt.

Tab. 3.7: Zusammenfassung der Ergebnisse bei der CDI- und CDAP-Aktivierung von Cellulosemembranen

CDI CDAP
Grundgerist Cellulose Cellulose
Dicke 20 pm 20 pm
Ausschlussgrenze 10000 10000
Aktive Gruppe Imidazolylcarbamat Pyridinisoharnstoff
Spaltprodukt bei Hydrolyse Imidazol Dimethylaminopyridin
Bindung mit dem Liganden Urethan Isoharnstoff
Aktivierungsdauer >1h 2 min
Medium trockenes Aceton Wasser (+ 5-26 % Acetonitril)
Agenskonzentration 50 umol cm? 50 umol cm?
maximaler Aktivierungsgrad 2,5 pmol cm™ 0,2 pmol cm?
Aminogruppendichte 0,165 pmol cm? 0,09 pmol cm™
Lagerung in trockenem Aceton keine Lagerung méglich

3.2.3.3 Modifizierung mit Liganden

Kopplung des glykierten Pentapeptids an aminofunktionalen Membranen

Zur Herstellung von Affinitatsmatrizen fir den indirekt-kompetitiven Assay wurden die in Kap. 3.2.3.2
beschriebenen CDI-aktivierten und anschlieRend aminofunktionalisierten Membranen mit glkPP nach
der EDC/NHS-Methode modifiziert. Durch die Kopplung tber die C-terminale Carboxylgruppe des
Peptids war gesichert, dass das Epitop fur den a-HbAlc Antikdrper frei zuganglich ist. Die positive
Farbreaktion mit Nitroblautetrazol (NBT) war ein qualitativer Beweis fur die erfolgreiche Immobilisie-
rung von glkPP. DADOO fungierte dabei als Abstandshalter (,Spacer®). Biacore-Untersuchungen
belegten, dass die Lange des ,Spacer‘-Molekills eine wichtige Rolle bei der Antikbrperbindung des
immobilisierten glkPP spielt. Mit dem C8-“Spacer* DADOO ist im Vergleich zu dem C6-“Spacer” 1,6-
Diaminohexan (DAH) die Affinitdt zwischen dem Schaf-anti-HbA1c Antikdrper und dem glkPP etwa 3
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mal héher. DADOO besitzt ausserdem im Vergleich zu den haufig verwendeten Bis-Aminen 1,2-Ethy-
lendiamin (EDA) und DAH mit einer linearen Kohlenstoffkette 2 Etherbriicken, wodurch die Oberflache
hydrophiler gemacht wird und weniger anféllig fur unspezifische Proteinanlagerung wird. Zur Uberpri-
fung der Ak-Bindungskapazitdt wurden die glkPP-modifizierten Membranen wie beim ELISA
beschrieben mit a-HbAlc Antikérper (Verdiinnungen von 1/100 bis 1/10000) inkubiert und diese tber
den Sekundéarantikbrper-Komplex a-shBt-AvGOD detektiert. Der Testmittelpunkt lag wie beim Mikroti-
terplatten-ELISA bei einer a-HbAlc-Verdinnung von 1/1000. Damit war die generelle Eignung der
glkPP-modifizierten Membranen fir die Durchfiihrung des Immunoassays bewiesen.

Die Eigenschaften der Affinitdtsmatrix fir den Immunosensor im indirekt-kompetitiven Format sind

nochmals in Tab. 3.8 zusammengefasst.

Tab. 3.8: Eigenschaften der Affinitatsmatrix fir den indirekt-kompetitiven Assay in Sensorkonfiguration

Membran Cellulose

Aktivierungsmethode CDI

Aktivierungsgrad 0,2 umol cm

Ligand glykiertes Pentapeptid (glkPP)
Vorbehandlung des Liganden EDC/NHS Aktivierung

Art der Immobilisierung orientiert Uber den C-Terminus des Peptids
Abstandshalter 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DADOQ)

Kopplung von anti-Hamoglobin Antikérper und Haptoglobin

Um die hdchste Bindungskapazitat von Hb an a-hHb- und Hp-modifizierten Cellulose-Membranen und
damit eine ausreichende Sensitivitat fur die spezifische HbAlc-Bestimmung im klinisch-relevanten
Messbereich zu erhalten, wurden im folgenden 3 verschiedene Immobilisierungstechniken fur a-hHb

und Hp eingesetzt:

1. Die ungerichtete bzw. direkte Immobilisierung von a-hHb und Hp erfolgte wie oben beschrieben an
CDl-aktivierte Membranen mit einem Aktivierungsgrad von 0,2 umol cm.

2. Da beide Fangermolekile Glykoproteine sind, wurde eine gerichtete bzw. orientierte Immobilisie-
rung an Hydrazid-Membranen (Warsinke, 1992) nach der chemischen Oxidation der Kohlenhydrat-
reste von a-hHb und Hp mit Periodat durchgefihrt.

3. Zum Vergleich wurden a-hHb und Hp adsorptiv an unmodifizierte Membranen gebunden.
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Die Bindungsféhigkeit der immobilisierten Fangermolekile wurde getestet, indem an den modifizierten
Membranen der Sandwich-IA mit 0 % und 50 % HbAlc durchgefiihrt wurde. Die geeignete Antikérper
Verdinnung wurde mit 1/100 fur a-HbAlc und 1/1000 fir a-shBt-AvGOD an a-hHb-modifizierte Mem-
branen verifiziert. Fur die Versuchsreihe wurde der GOD-Marker mit dem optischen Detektionsprinzip
nachgewiesen, da somit alle Membranen parallel Uberprift werden konnten. In Abb. 3.14a sind die
gemessenen Absolutsignale und in Abb. 3.14b die Verhéaltnisse der spezifischen (= 50 % HbAlc, S)
zur unspezifischen (= 0 % HbA1c, U) Bindung ,S/U“ in Abhangigkeit des Membrantyps (Unterschiede
in Immobilisierungsprozedur und Fangermolekil) in einem Balkendiagramm aufgetragen.

[0 0 % HbAlc
I 50 % HbAlc

:| 23% direkt a-hHb
— direkt a-hHd
2,0% direkt Hp
——
o 2,1% orientiert a-hHb
& ; orientiert a-hHb 2 :l
= % 7,1%_
g h orientiert Hp S orientiert Hp
e _
e 24% adorptiv a-hHb
g adsorptiv a-hHb %
o .
E adsorptiv Hp 20% adorptiv Hp
e 1,2% unmodifiziert
unmodifiziert
00 02 04 06 08 10 12 14 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Verhdltnis gesamte zur unspezifischen Bindung
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Abb. 3.14b: Verhéltnisse der Signale bei spezifischer
+ unspezifischer (50 % HbA1c) und unspezifischer (0

Abb. 3.14a: Vergleich der Absolutsignale von spezifi-
scher (50 % HbA1c) und unspezifischer (0 % HbAlc)

HbA1lc-Bindung an unterschiedlich modifizierten Cellu-
lose-Membranen. Direkt: Kopplung von Hp bzw. a-hHb
an CDl-aktivierte Membranen. Orientiert: Kopplung von

% HbAlc) HbAlc Bindung an unterschiedlich modifi-
zierten Cellulose-Membranen (Erklarung siehe Abb.-
Beschreibung von 3.14a)

Periodat-oxidierten Hp bzw a-hHb an aminofunktiona-
lisierten Membranen. Adsorptiv: Bindung von Hp bzw.
a-hHb an unmodifizierten Membranen. Unmodifiziert:
ohne Fangermolekdl

Die besten Ergebnisse wurden mit dem orientiert immobilisierten Hp erzielt (S/U = 7,1). Im Vergleich
dazu war die spezifische Bindung bei allen anderen Membrantypen nur etwa um den Faktor 2 gréRRer
als die unspezifische Bindung (S/U = 2,1 fur den gerichtet-immobilisierten a-hHb; S/U = 2,3 bzw. S/U =
2,0 fur den direkt gekoppelten a-hHb bzw. Hp; S/U = 2,4 bzw. S/U = 2,0 fur adsorptiv gebundenen a-
hHb bzw. Hp und S/U = 1,2 fur die unmodifizierte Membran). Die Kopplung von Hp Uber dessen oxi-
dierten Kohlenhydratrest, der sich im Bereich der Aminosauren Asn23, Asn46, Asn50 und Asn80 am
JSuckwartigen” Teil der schweren Kette befindet, fihrt zur Ausrichtung des Molekils und damit zur
freien Zuganglichkeit der Hb-bindenden Doméane (Lys130, Aspl33, GIn137; Wejman, 1984; Abb.
3.15). Im Vergleich zur ungerichteten Immobilisierung wurde daher eine hdhere Sensitivitat beob-
achtet. Rao (1998) bezeichnet diese Art der Bindung bei Antikérpern, die Uber den oxidierten Kohlen-
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hydratrest am Fc.-Teil des Molekils immobilisiert wurden, auch als Doménen-spezifische Immobilisie-
rung (engl. site-specific immobilization). In dem vorliegenden Fall zeigte die orientierte Kopplung des
a-hHb Antikdrpers keinen Vorteil gegenuber der ungerichteten Immobilisierung. Méglicherweise hatte
die chemische Oxidation des Antikérpers einen Einfluss auf dessen Bindungsfahigkeit.

ungerichtet

gerichtet

<dI> Hb-Bindungsstelle
[ Kohlenhydratrest

Abb. 3.15: Strukturmodell der schweren Polypeptidkette von Haptoglobin (aus Wejmann, 1984) und schemati-
sche Darstellung der gerichteten und ungerichteten Immobilisierung von Haptoglobin. Die Domé&ne mit dem
Kohlenhydratrest (45° Schraffur) und die Hb-bindende Stelle (gekreuzte Schraffur) sind hervorgehoben.

Da sich Hp bei der gerichteten Immobilisierung als stabiler erwies und zudem durch den entwickelten
ELISA gezeigt werden konnte, dass mit Hp als Fangermolekil sensitiver gemessen werden konnte,
wurde fur die weitere Sensorentwicklung mit Hp-modifizierten Membranen gearbeitet.

In Tab. 3.9 sind die Eigenschaften der Affinitatsmatrix fir den HbAlc-Immunosensor nach dem
Sandwich-Prinzip zusammengefasst.

Tab. 3.9: Eigenschaften der Affinitatsmatrix fir den Sandwichimmunoassay in Sensorkonfiguration

Membran Cellulose
Aktivierungsmethode CDI
Aktivierungsgrad 0,2 umol cm
Fangermolekl Haptoglobin (Hp)
Vorbehandlung Periodat-Oxidation
Art der Immobilisierung orientiert

Abstandshalter Bernsteinsauredihydrazid (BHZ)
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3.2.3.4 HbA1c Messung mit modifizierten Membranen mit optischem Nachweis

Sowohl beim Sandwich-Immunoassay als auch beim indirekt-kompetitiven IA wird der Messbereich
durch die Menge an immobilisiertem Fangermolekll bzw. Liganden festgelegt. Vor dem Einsatz in
Sensorkonfiguration wurde daher Uberprift, ob sich die entwickelten Affinitdtsmatrizen zur HbAlc-
Analyse im Klinisch-relevanten Bereich (5-20 % HbAlc vom Gesamthé@moglobin) generell eignen.
Dazu wurde der indirekt-kompetitive 1A an glkPP-modifizierten Membranen und der Sandwich-Immu-
noassay an Hp-modifizierten Membranen nach dem ELISA-Inkubationsprotokoll durchgefuhrt. Fir
jeden ermittelten Datenpunkt wurde eine Membran verwendet (Doppelbestimmung pro Konzentration),
wobei die Inkubation in 0,5 ml Eppendorfgefa3en erfolgte. Die Detektion des GOD-Markers erfolgte
spektrophotometrisch, da dadurch parallele Messungen moglich waren. Die ermittelten Standard-
kurven fir HbAlc sind in Abb 16a (indirekt-kompetitiver 1A) und in Abb. 16b (Sandwich-Prinzip) dar-
gestellt. Mit dem indirekt-kompetitiven Assay ist HbAlc empfindlich im Bereich von 2-7,5 ug ml* (31-
116 nM) bestimmbar. Um im klinisch-relevanten Bereich von 5-20 % HbAlc vom Gesamthdmoglobin
messen zu kénnen, misste die Hamoglobin-Endkonzentration des Hamolysats ca. 37 pg ml* (580 nM)
betragen. Dies kann durch eine 1/5000 Verdinnung der Blutprobe erreicht werden. Die Inkubation der
Membran mit der HbAlc/Hb-Probe beansprucht maximal 5 min.
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Abb. 3.16a: HbAlc-Kalibrationskurve nach dem indi- Abb. 3.16b: HbAlc-Kalibrationskurve nach dem

rekt-kompetitiven Prinzips an glkPP-modifizierten Cellu- Sandwich-Prinzip an Haptoglobin-modifizierten Cellu-

lose-Membranen. Detektion des GOD-Markers: optisch  lose-Membranen. Detektion des GOD-Markers:
optisch

FUr den Sandwich-Immunoassay konnte eine lineare Korrelation zwischen Signal und gewahlten
Messbereich von 5-25 % HbAlc (7,8-39 nM) beobachtet werden. Die verwendeten Antikorper zeigten
eine geringe unspezifische Bindung (Signal-Rausch-Verhaltnis zwischen 5 und 0 % HbAlc-Wert
betrug 2,7). Der Variationskoeffizient war mit 8 % (25 % HbAlc-Wert) bis 30 % (fir den 5 % HbAlc-
Wert) allerdings ziemlich hoch, was darauf zurlickzufiihren ist, dass pro ermittelten Datenpunkt eine
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Membran verwendet wurde. Fir die Analyse von Blutproben miissten diese wie beim indirekt-kompeti-
tiven Assay 1/5000 verdunnt werden.
Diese Messungen zeigten, dass die glkPP- und Hp-modifzierten Membranen fir die HbAlc-Bestim-

mung in Sensorkonfiguration eingesetzt werden kdnnen.

3.2.4 Amperometrische Immunosensoren fur HbAlc auf Basis von kompeti-
tiven und Sandwich-Prinzipien

Amperometrische Biosensoren zeichnen sich durch eine einfache Instrumentierung und Miniaturisie-
rung aus, weswegen sie fur den Einsatz in der patientennahen Diagnostik pradestiniert sind. Eine
wesentliche Voraussetzung fir die Konstruktion des HbAlc-Immunosensors wurde mit den glkPP- und
Hp-modifizierten Membranen als Affinitditsmatrizen geschaffen, mit denen der Nachweis von HbAlc
moglich war. Sie stellen die Schnittschnelle zwischen dem Analyten und der H,O,-Messelektrode dar,
die in der vorliegenden Arbeit als Transduktor verwendet wurde. Diese von der Fa. ELBAU GmbH
Berlin gefertigte Elektrode ist nach dem Prinzip von Clark als Zweielektrodenanordnung mit einer Pt-
Arbeitselektrode und einer Ag/AgCl-Referenzelektrode ausgefiihrt. Die aktive Flache betragt 2,5 mm?2
(A= 1,8 mm). Aufgrund der kleinen Geometrie eignet sich diese Elektrode zum Aufbau miniaturisierter
Mess-Systeme. Sie wird deshalb auch erfolgreich in kommerziell erhéltlichen Analysengeraten zur
Bestimmung von Blut- und Harnglucose, Lactat, Ethanol, Methanol, etc. verwendet. Den Beobach-
tungen zufolge zeichnete sie sich durch eine hohe Mess-Stabilitdt (Basislinie) und kurze Ansprechzeit
aus (< 5 s). Die HbAlc-Bestimmung wurde in einer gerithrten Messzelle durchgefihrt, die in Hinblick
auf einen geringen Materialverbrauch und eine geringe unspezifische Proteinanlagerung konzipiert
wurde (Abb. 3.17). Dazu wurde die Hb-Bindung an verschiedenen Kunststoffmaterialien getestet. Das
adsorbierte Hb wurde indirekt tber einen POD-markierten anti-Hamoglobin Antikbrper nachgewiesen.
Polyfluorcarbone (Ethylen-Tetrafluorethylen-Copolymer ETFE und Teflon) zeigten im Vergleich zu
Polyoxymethylen (POM), Polyacrylat (PA), Polyvinylchlorid (PVC) und Polypropylen (PP) die niedrigste
Hb-Anlagerung (1:2,5:4:5:5,5:40 = Verhéltnis der gemessenen Absorptionen als MalR fir die Hb-Bin-
dung, wobei der ETFE-Wert gleich 1 gesetzt wurde). Da ETFE mechanisch stabiler als Teflon ist,
wurde die Messzelle aus diesem Material gefertigt. Das Innenvolumen der Messzelle betrug 500 pl mit
einem minimalen Arbeitsvolumen von 300 pul. Die modifizierte Membran wurde Uber eine Klappvorrich-
tung mit integrierter Gummidichtung fixiert und die Elektrode uiber eine passgenaue Offnung dage-
gengeschraubt.
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Klappvorrichtung

A

Elektrode

Abb. 3.17: Elektrochemischen Rihrmesszelle mit einer H,O,-Elektrode nach Clark in Zweielektrodenanordnung
(Pt-Arbeitselektrode mit /£ 1,8 mm, Ag/AgCl-Referenzelektrode). Die Membranen werden uber die Klappvorrich-

tung gegen die Zell6ffnung gedriickt.

3.2.4.1 Amperometrischer Imnmunosensor auf Basis eines kompetitiven Testprinzips

In Abb. 3.18 ist das Prinzip des entwickelten Immunosensors nach dem indirekt-kompetitiven Format

schematisch dargestellt. Der Aufbau entspricht dem Mikrotiterplatten-1A, allerdings erfolgte die H,O.-

Detektion amperometrisch an der Pt-Elektrode bei einem Potential von + 600 mV vs. Ag/AgCl (Matti-

asson, 1977). Die gleiche Sensorkonfiguration wird in vielen kommerziellen Glucosesensoren genutzt,

so dass eine Integration (z.B. in ein Biosen-Gerat der Fa. EKF, Barleben) in Zukunft méglich sein

sollte.
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung des HbAlc-Immunosensors auf Basis des indirekt-kompetitiven Prinzips

mit amperometrischer Detektion
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Die Durchfuihrung der HbAlc-Bestimmung erfolgte in zwei raumlich getrennten Schritten. Zun&chst
wurde die glkPP-modifizierte Membran mit den Ak und HbAlc Lésungen in einem Eppendorf-Gefal
inkubiert, gespult und anschlieBend vor die Elektrode platziert. Mit dieser Vorgehensweise wurde ver-
hindert, dass sich a-HbAlc und a-shBt-AvGOD unspezifisch an die Messzelleninnenwand anlagern
und eine Erhdéhung des Hintergrundsignals verursachen. Die Enzymreaktion wurde nach Einstellung
einer stabilen Basislinie durch Injektion von Glucose gestartet. Der Immunosensor zeigte eine
Ansprechzeit von 3 s, wobei zunéchst ein Stufensignal und anschlieRend ein langsamer Signalanstieg
registriert wurde. Da aufgrund der rdumlichen Kopplung der GOD mit der Elektrode ein stationares
Signal zu erwarten war, wurde die gemessene Stufe ausgewertet. Benkert (1999) beobachtete mit
dem GOD-Immunosensor fur die Creatinin-Bestimmung einen &hnlichen Kurvenverlauf. Den Signal-
anstieg fuhrte er auf eine Enzymreaktion in Losung zurtick, die durch abdissoziiertes Antikérper-
Enzym-Konjugat bewirkt wurde. Im vorliegenden Fall konnte dies allerdings nicht bestatigt werden.
Wiederholtes Spillen mit anschlieBender Bestimmung der GOD-Aktivitat auf derselben Membran lie-
ferten die gleichen Messdaten, was auf einen stabilen, membrangebundenen Immunkomplex hinweist.
Es konnte gezeigt werden, dass H,O;, das nicht direkt zur Elektrode diffundiert, durch die Rihrung in
die Losung (,Bulk®) transportiert, dort akkumuliert wird und langsam zur aktiven Elektrodenoberflache
diffundiert. Das in L6sung gemessene Stromsignal® war dabei um den Faktor 3,5 grof3er als der hinter
der Membran registrierte Stromanstieg.
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Abb. 3.19: Korrelation des Stromsignals mit der HbAlc-Konzentration gemessen mit dem Immunosensor nach
dem indirekt-kompetitiven Prinzip. Die immunochemische Reaktion erfolgte ausserhalb und die Detektion des
Enzymmarkers innerhalb der Messzelle.

3 Dabei wurde eine Elektrode in die Lésung getaucht, die auf + 600 mV vs. Ag/AgCl polarisiert wurde.
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Die Kalibrationskurve fir HbAlc ist in Abb. 3.19 dargestellt. Fir jeden ermittelten Datenpunkt wurde
eine Membran verwendet. Die hdchste Sensitivitdt wurde bei 0,25 pg ml? (3,9 nM) mit einer relativen
Standardabweichung von 5 % beobachtet. Wie aus Abb. 3.19 ersichtlich ist, ist der Messbereich nur
Uber eine Konzentrationsdekade linear (0,1-1 ug mlt bzw. 1,55-15,5 nM mit CV = 5-10 %). Dies reicht
aber aus, um den klinisch-relevanten Konzentrationsbereich von 5-20 % HbAlc/Gesamt-Hb bei einer
1/5000 Verdiinnung der Blutprobe abzudecken®.

Eine wesentliche Verbesserung in der Testdurchfiihrung konnte erzielt werden, nachdem alle Reakti-
onsschritte in der Messzelle erfolgten. Abb. 3.20b zeigt das Zeitdiagramm fir einen Messzyklus. Der
Blockschritt wurde im Vergleich zu der zuerst beschriebenen Vorgehensweise von 30 min auf 15 min

und die Inkubation des a-shBt-AvGOD-Komplexes von 1 h auf 30 min verkirzt. Ein Messzyklus inklu-
sive Regenerierung der Membran dauerte daher etwa 60 min. Ein Problem stellte zunéchst die

unspezifische Bindung von a-shBt-AvGOD an die Innenwand der Messzelle dar, da dadurch die

Messwerte beeintrachtigt wurden. Vor Versuchsbeginn wurde daher mit einem Uberschuss an a-shBt-
AvGOD abgesattigt und die GOD anschlieRend mit 30 mM HCI inaktiviert, um eine weitere Anlagerung

von aktiven a-shBt-AvGOD zu verhindern.
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Abb. 3.20a: HbAlc-Kalibrationskurve mit dem Immuno- Abb. 3.20b: Zeitdiagramm fur einen Messzyklus mit
sensor nach dem indirekt-kompetitiven Prinzip. Immuno- dem HbAlc-Immunosensor nach dem indirekt-kom-
chemische Reaktion und Indikation des Enzymmarkers petitiven Testformat

erfolgten innerhalb der Rihrmesszelle.

4 Der klinisch-relevante HbAlc-Konzentrationsbereich fir unverdiinnte Proben betragt 74-558 uM (4,8-36 g L*; Greiling,
1989).
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Mit diesem Aufbau wurde eine HbAlc-Kalibrationskurve mit einem erweiterten linearen Messbereich
von 0,25-30 pg ml? (3,9-465 nM) erstellt (Abb. 3.20a). Im Vergleich zu der zeitaufwendigeren Variante
war der Assaymittelpunkt zu héheren Konzentrationen verschoben, was auf die verkirzte Inkubati-
onszeit von a-shBt-AvGOD zurtickzufuihren ist. Bedingt durch die hohe funktionale Stabilitat von glkPP
konnten 25 konsekutive Messungen ohne Verlust der Bindungskapazitat durchgefiihrt werden. Dari-
berhinaus wurden keine Messungen mehr gemacht. Nach 16 h Inkubation der Membran mit 30 mM
HCI konnte eine Signalabnahme um nur 5 % verzeichnet werden, was ein Beleg fir die hohe Stabilitat
der modifizierten Membran ist.

Der messbare Parameter beim Immunosensor nach dem indirekt-kompetitiven Assayformat ist die
HbAlc-Konzentration. Fiur die Beurteilung der Diabetes-Stoffwechsellage wird der HbAlc-Wert aller-
dings als prozentualer Anteil vom Gesamt-Hb angegeben. Da der Hb-Gehalt im Blut geschlechtsspe-
zifischen und physiologischen Schwankungen unterliegt (120-180 mg ml?), ist fiir eine genaue Ermitt-
lung des HbAlc-Werts die Quantifizierung von Gesamt-Hb inklusive aller Subtypen notwendig. Bei den
handelsublichen klinisch-chemischen Analysensystemen DCA 2000 von Bayer und Tina-quanta 1l von
Roche erfolgt dies neben der immunoturbidimetrischen HbAlc-Bestimmung spektrophotometrisch.
Dazu wird Hb durch Kaliumhexacyanoferrat(lll) /Thiocyanat in Thiocyanat-Met-Hb oder durch Hamatin
D-575 in einen braungriinen Chromophor Uberfiihrt und die Farbkomplexe bei | = 531 nm bzw. | =
575 nm detektiert (Wagener, 1994; Holownia, 1997). Das Verhéltnis zwischen HbAlc- und Gesamt-
Hb-Konzentration ergibt das endgiiltige HbAlc-Ergebnis in Prozent und wird geréateintern nach einem
entsprechend entwickelten Algorithmus berechnet (Nowatzke, 2001). Einziger Nachteil der optischen
Verfahren ist, dass in Kombination mit dem amperometrischen HbAlc-Immunosensor zusatzliche
Bauteile erforderlich wéren. Eine wiinschenswerte Alternative ist daher die elektrochemische Detektion
von Hb, die durch Verwendung einer mit Ferrocenecarbonsédure modifizierten Kohlenpasten-Mikro-
elektrode realisiert wurde (mundliche Mitteilung von U. Wollenberger, Universitat Potsdam). Ein Hb-
konzentrationsabhéngiger Strom wird durch Oxidation des Oxy-Hb zu Met-Hb durch den Mediator
erzeugt, der an der Elektrode rezykliert wird. Bei diesem System muss allerdings beachtet werden,
dass nur das Oxy-Hb erfasst wird, das zu etwa 95 % im arteriellen Blut vorliegt.

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass bei der Adaptation des vorgestellten HbAlc-Immunosensors in
ein medizinisches Analysengerat berlcksichtigt werden muss, dass dieser mit einer Methode zur
Bestimmung von Gesamt-Hb kombiniert werden muss.
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3.2.4.2 Amperometrischer Inmunosensor auf Basis einer Sandwichkonfiguration

Durch Verwendung der Affinitdtsmatrix, die mit dem ,antikbérpermimetischen* Molekil Haptoglobin
modifiziert ist und als Hb-Bezugsgrofe dient, kann beim Immunosensor in Sandwich-Konfiguration im
Gegensatz zu dem vorher beschriebenen Prinzip direkt der prozentuale Anteil vom Gesamt-Hb ermit-
telt werden. Voraussetzung fur den Sandwich-Aufbau ist die reproduzierbare Immobilisierung von
Haptoglobin, die durch eine gerichtete Kopplung dieses Bioerkennungselements an Cellulose-Mem-
branen realisiert wurde (Kap. 3.2.3). Die zusatzliche Gesamt-Hb-Bestimmung entfallt, da die Affini-
tatsmatrix mit Hb abgesattigt wird, wobei die Menge an gebundenem Hb allein von der Kapazitat der
Adsorbensschicht und nicht von der Hb-Konzentration abhéngt. Das Prinzip dieses Immunosensors ist
in Abb. 3.21 gezeigt. Der Hb-Anreicherungsschritt und die immunochemischen Reaktionen zum spezi-
fischen Nachweis der HbAlc-Fraktion erfolgten wie in Kap. 3.2.3.3 beschrieben in einem Eppendorf-
gefalR. Die Membran mit dem Immunkomplex wurde anschlieRend in die Ruhrmesszelle eingebaut und
die gebundene GOD-Aktivitat als Maf fiir den HbAlc-Gehalt Giber das gebildete H,O, elektrochemisch
detektiert. Registriert wurde dabei ein Stufensignal gefolgt von einem Signalanstieg. Eine Interpretation
dieses Kurvenverlaufs wurde bereits in Kap. 3.2.4.1 geliefert.

Glucose
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7S

Abb. 3.21: Sandwich-Assayformat zur Bestimmung des HbAlc-Anteils. Der HbAlc-spezifische Immunkomplex
wird Uber das gebildete H.O, der GOD amperometrisch nachgewiesen.

In Abb. 3.22 ist die HbAlc-Kalibrationskurve gezeigt. Daraus ist ersichtlich, dass uber den klinisch-
relevanten Bereich hinaus eine lineare Korrelation zwischen dem Signalanstieg und dem HbAlc-Anteil
in % besteht. Der nutzbare Messbereich liegt somit zwischen 5 und mindestens 50 % HbA1c (0,5-5 pg
ml?; 7,8-78 nM) bei einer Gesamt-Hb-Konzentration von 10 pg ml* (156 nM). Die relative Streuung von
6-10 % ist darauf zurtickzufihren, dass mit den Hp-modifizierten Membranen bislang nur Einzelmes-
sungen vorgenommen wurden, da diese aufgrund der starken Hb-Hp-Wechselwirkung nur bedingt
regenerierbar sind. Erste Regenerierungsversuche mit 30 mM HCI (pH 1,5) zeigten, dass sich die Hb-
Bindungskapazitat des Hp mit jedem Regenerierungszyklus um 2 % verringert (Biacore-Daten). Wei-
tere Regenerierungsprozeduren missen noch systematisch untersucht werden.
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Abb. 3.22: Konzentrationsabh&ngigkeit des Stromsignals im HbAlc-Immunosensor nach dem Sandwich-Prinzip.
Die immunochemische Reaktion erfolgte ausserhalb und die Detektion des Enzymmarkers innerhalb der Mess-
zelle.

Da die Bildung des Immunkomplexes unter Gleichgewichtsbedingungen erfolgte (Tijssen, 1993),
betrug die Analysendauer 3 h. Die Angabe bezieht sich dabei auf die Dauer der immunochemischen
Reaktion mit anschlieBender amperometrischer Messung und ist mit den Werten fir einige in der Lite-
ratur beschriebenen Immunosensoren in Sandwichkonfiguration vergleichbar. Beispielsweise wurden
fur einen amperometrischen Immunosensor zur Bestimmung von Apolipoprotein E im Serum ca. 2 h
pro Analyse angegeben (Meusel, 1995). Im Unterschied zu dem hier vorgestellten HbAlc-Immuno-
sensor wurde anstelle des Primér- und Sekundéarantikbrper-Enzymkonjugat-Komplexes ein Priméaran-
tikdrper-Enzymkonjugat verwendet, wodurch ein Inkubationsschritt eingespart werden konnte. Mit
einem anti-HbA1c-GOD-Konjugat sollte in Zukunft die Testdurchfiihrung des HbAlc-Immunosensors
vereinfacht werden.

Es ist anzunehmen, dass bei Arbeiten unter Nichtgleichgewichtsbedingungen die Analysendauer auf
weniger als 30 min reduziert werden kann, dies aber auf Kosten der Sensitivitdt geschieht (Ghindilis,
1998). Um diesen Effekt zu kompensieren, ist ein hochsensitiver Nachweis der Immunoreaktion not-
wendig, beispielsweise durch Einsatz von Markerenzymen mit einer héheren Wechselzahl als GOD. In
der vorliegenden Arbeit wurde GOD als Markerenzym verwendet, weil sowohl das Enzym als auch das
Substrat (Glucose) (lagerungs)stabil und kostengunstig sind und die Enzymaktivitat sehr einfach und
zuverlassig Uber das gebildete H,O, an einer blanken Pt-Elektrode detektiert werden kann. Die relativ
einfache Messanordnung ist fur eine kommerzielle Anwendung besonders attraktiv. Der Nachteil von
alternativen und aktiveren Markerenzymen, z.B. POD, alkalische Phosphatase (ALP) und b-Galacto-

sidase, besteht darin, dass sich die Substrate (z.B. p-Aminophenylphosphat oder p-Aminophenyl-b-D-
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galactopyranosid) unter den Reaktionsbedingungen (Licht, an Luft) zersetzen und so ein hohes Hin-
tergrundsignal erzeugen. Da die Zersetzungskomponenten auf der Elektrode polymerisieren kénnen,
leidet darunter die Sensitivitat der Elektrode. Bauer entwickelte einen FlieBimmunoassay zur Bestim-
mung von Kokain, in dem das stabilere Phenylphosphat als Substrat der ALP in einer mit Tyrosinase
und Glucosedehydrogenase gekoppelten Reaktion (Bauer, 1998) verwendet wurde. Mit dieser
Enzymsequenz konnte eine Substratrezyklisierung ermdglicht werden, die eine Signalamplifizierung
bewirkte. Mit dieser Anordnung konnten die Kokain-Messungen im pM-Bereich innerhalb von 2,5 min
durchgefiihrt werden.

Eine andere Mdglichkeit, die Immunoreaktion in Zukunft effizienter zu gestalten, ware der Einsatz von
monoklonalen Antikdrpern statt des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten polyklonalen Schafserums.
Derzeit sind keine brauchbaren monoklonalen Ak gegen HbAlc kommerziell erhéltlich. Immunisie-
rungen von Mausen mit HbAlc und einem glkPP-KLH-Konjugat wurden daher in der Arbeitsgruppe
von Prof. B. Micheel, Lehrstuhl fir Biotechnologie der Universitat Potsdam, durchgefiihrt. Bislang
konnten allerdings keine positiven Hybride selektiert werden. Da die N-terminale Aminosduresequenz
des Maus-Hb dem Human-Hb &hnelt, kdnnte das endogene HbAlc mdglicherweise stérend auf die
Immunantwort gewirkt haben. Mit der Immunisierung von Hihnern sollte es in Zukunft mdglich sein,
monoklonale Ak gegen HbA1c herzustellen.
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3.3 Vergleich von Enzymsensor und Immunosensoren

In Tab. 3.10 sind die wichtigsten Sensoreigenschaften der im Rahmen dieser Arbeit getesteten Prinzi-
pien zur bioanalytischen Bestimmung von HbAlc zusammengefasst.

Tab. 3.10: Parameter der entwickelten Enzym- und Immunosensoren zur Bestimmung von HbAlc.
Temperatur: RT

Enzymsensor Immunosensor
FlieR-System indirekt-kompetitiv Sandwich
messbare Komponente Fru-Val HbAlc HbAlc
linearer Messbereich 50-1000 pM (Fru-Val) 0,1-10 pg ml? 5-50 % (7,8-78 nM)
(1,55-155 nM)
messbarer Parameter Konzentration Konzentration Anteil vom Gesamt-Hb
Vorbehandlung von HbAlc Protease Denaturierung -
Dauer eines Messzyklus ~ 4 min 60 min 3h
(ohne Vorbehandlung)
Regenerierung selbstregenerierend 30 mM HCI -
Stabilitat 120 I!((;1nsekutive Messungen > 20 Messzyklen nicht untersucht
maoglic

Es wurde ein Enzymsensor und 2 Immunosensoren entwickelt. Wie man aus Tab. 3.10 entnehmen
kann, liegen die Messbereiche fur die Immunosensoren um 3-4 GréRenordnungen unter dem des
Enzymssensors. So wird beim Enzymsensor nur eine Nachweisgrenze von 50 pM fir Fru-Val als
HbAlc-Modellsubstanz erreicht, wohingegen die Nachweisgrenze beim indirekt-kompetitiven Immu-
nosensor bei 1,55 nM HbAlc und beim Sandwich-Immunosensor bei 7,8 nM HbAlc liegen. Diese
Nachweisgrenzen bestétigen, dass gerade wenn man Substanzen im nM-Bereich bestimmen mdchte,
Affinitatssensoren verwendet werden sollten (Morgan, 1996). Der fur HbAlc medizinisch-relevante
Konzentrationsbereich liegt zwischen 1,5 und 11 pM (0,09-0,7 g L) und bezieht sich auf das im Ver-
haltnis 1:50 vorverdiinnte Hamolysat. Eine Nachweisgrenze von 1 UM ist bei Enzymsensoren durchaus
realistisch (Hall, 1995). Aus diesem Grund wurde das Konzept nicht von vornherein verworfen. Die
direkte elektrochemische H,O,-Oxidation an Platin als Indikation der FAO-Aktivitat war dem Konzept
einer mediatorchemisch und FAO modifizierten Elektrode Uberlegen. Mit letzterem wurde um den
Faktor 4 unempfindlicher gemessen (Tsugawa, 2000). In Bezug auf die Nachweisgrenze waren also
die Immunosensoren dem Enzymsensor klar Uberlegen. Desweiteren wurde festgestellt, dass die FAO
ein breites Substratspektrum erkennt (Sode, 2001a). Der Vergleich von Fru-Val-His und Fru-Val-Gly
zeigt, dass das eigentliche Substrat Fru-Val-His ein nur doppelt so hohes Signal ergibt wie Fru-Val-Gly.
Es wird vermutet, dass Peptide, die an Position 2 andere Aminosauren als His tragen und somit keine
HbAlc analoge Sequenz besitzen, ebenfalls umgesetzt werden. Um die Spezifitdt der FAO naher cha-
rakterisieren zu kénnen, mussten alle in Frage kommenden proteolytischen Spaltprodukte der Blutpro-
teine getestet werden.
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Die Immunosensoren verwenden jedoch Antikdrper, die sehr spezifisch mit dem glykierten N-Terminus
des HbAlc reagieren. Dies konnte anhand von Kontrollmessungen mit nicht-glykierten Peptiden und
HbAo gezeigt werden. Vom Ak-Hersteller (Roche) wird garantiert, dass mit HbAo und anderen Hb-
Subtypen, sowie mit glykiertem Serumalbumin keine Kreuzreaktivitat besteht (Dokumentation Roche).
Damit besitzen die Immunosensoren auch einen Vorteil gegeniber der IEC-HPLC, einer der meist
eingesetzten HbAlc-Standardmethoden, bei der durch Koelution von Hb-Varianten falsche Werte fir
HbAlc bestimmt werden kdnnen (Bry, 2001).

Obwohl die Immunosensoren in Bezug auf Nachweisgrenze und Spezifitdét den Enzymsensoren weit
Uberlegen sind, haben sie jedoch gegenlber dem Enzymsensor auch Nachteile. Diese liegen in der
viel langeren Analysendauer und in der Notwendigkeit begrindet, zusatzliche Reagenzien (fir die
Regenerierung und fur den Markernachweis) einsetzen zu mussen. In Bezug auf Analysendauer kann
heute noch nicht abgeschéatzt werden, was das Minimum an Zeit ist, das man fir eine Messung bendo-
tigt. Wenn man Waschschritte, Substratzugabe, Probenauftragung automatisiert, sowie die Inkubati-
onsdauern der Ak-Lésungen optimiert, wird eine Messung wahrscheinlich auf 30 min verkirzt werden
kénnen. Dies konnte jedoch fir eine Arztpraxis gerade noch akzeptabel sein. Mit den entwickelten
HbAlc-Immunosensoren wére dann eine patientennahe Diagnostik ohne umfangreichen Einsatz von
komplizierten Geratesystemen mdglich, wie sie beispielsweise bei der IEC-HPLC erforderlich sind.
Ausserdem sind die Immunosensoren so konzipiert, dass eine Integration in kommerzielle Glucose-
und Lactat-Analysiergerate fur die Arztpraxis realisierbar ist. Derartige modular-zusammengesetzte
Tischgeréate fiir Multiparametermessungen erlauben eine ganzheitliche Diabetes-Uberwachung und
wirden eine Alternative zu dem DCA 2000 Analysiergerat darstellen, mit dem nur ein einzelner Para-
meter (HbAlc) gemessen werden kann und das als zusatzliches Geréat in der Arztpraxis angeschafft
werden muss (Wagener, 1994).
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4 Zusammenfassung

Hamoglobin-Alc (HbAlc) wird durch die nicht-enzymatische Reaktion von Glucose mit Hamoglobin
gebildet. Eine lang andauernde Hyperglykéamie, z.B. bei Diabetes mellitus, verursacht eine Erhéhung
des HbAlc-Wertes (medizinisch relevanter Bereich: 5-20 % vom Gesamt-Hamoglobin; 74-558 pM im
Vollblut) und ist als Zeichen einer schlechten Stoffwechseleinstellung zu werten. Anhand des HbAlc-
Wertes kann die Therapieform so angepasst werden, dass ein normaler Blutglucosespiegel erreicht
wird und mikro- und makrovaskulare Folgeschaden verhindert werden. Die regelmaRige Kontrolle des
HbAlc-Wertes ist fUr die Beurteilung der diabetischen Stoffwechsellage essentiell.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung neuer Prinzipien fir die biosensorische Bestimmung
von Hamoglobin-Alc (HbAlc) auf Basis enzymatischer und immunochemischer Techniken. Da die
Sensoreigenschaften wie Affinitat, Spezifitat, Regenerationsstabilitdét und Reproduzierbarkeit von der
biologisch aktiven Schicht abhé&ngen, konzentrierten sich die Arbeiten auf die Selektion geeigneter
Bioerkennungselemente und deren Immobilisierung unter Erhalt der Bindungsfunktion fir das Zielmo-
lektl Himoglobin bzw. HbAlc. Die Transduktion erfolgte amperometrisch.

Fur die enzymatische Methode wurde im Rahmen eines Gastaufenthaltes in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Koji Sode der Universitat fur Landwirtschaft und Technologie in Tokyo (Japan) die Fructosy-
lamin Oxidase (FAO) aus Pichia pastoris N 1-1 isoliert und charakterisiert. Mit diesem Enzym konnte
proteolytisch gespaltenes HbAlc im Konzentrationsbereich von 2-6 uM gemessen werden. Der
Nachweis erfolgte zunachst optisch durch das generierte H,O; in einer mit POD-gekoppelten Reaktion.
Die Analyse von synthetisierten glykierten Peptiden mit einer HbAlc analogen Aminosdurensequenz
ergab, dass die FAO Dipeptide mit einer groReren Effizienz umsetzt als Pentapeptide. Ein glykiertes
Dipeptid mit einer vom HbAlc abweichenden Aminosdurensequenz zahlt ebenfalls zum Substratspek-
trum der FAO, die Aktivitdt war aber um die Halfte niedriger. Ein Enzymsensor in der Rihrmesszelle
und FlieBanordnung wurde aufgebaut, indem die FAO in PVA-SbQ eingebettet und das Immobilisat
vor eine Pt-Elektrode fixiert wurde. Die Kalibration wurde mit Fructosyl-Valin (Fru-Val), einer syntheti-
sche HbAlc-Modellsubstanz, durchgefiihrt. Der amperometrische Sensor war um den Faktor 500
unempfindlicher als die optische Nachweismethode. Mit keiner Sensorkonfiguration konnte Fru-Val in
dem fir HbAlc physiologisch relevanten Konzentrationsbereich von 1-10 pM (1/50 Verdinnung nach
Hamolyse) gemessen werden. Um in Zukunft die FAO flr die sensorische HbAlc-Bestimmung nutzen
zu kénnen, mussen noch intensivere Studien bezuglich Immobilisierung erfolgen und aktivere Enzym-
préaparationen eingesetzt werden. Mittels ,Protein Engineering” kdnnte es mdglich sein, FAO-Mutanten
herzustellen, die dem Wildtyp hinsichtlich Substratspezifitdt und Aktivitat tberlegen sind.

Das zweite Sensorkonzept, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, nutzte die hohe Affinitat
und Spezifitat von Antikdrpern zum Nachweis von HbAlc. Die verwendeten Biokomponenten waren
kommerziell erhéltlich. Es wurden Immunosensoren auf Basis von kompetitiven und Sandwich-

Assayprinzipien entwickelt.
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Die Synthese von glykiertem Pentapeptid (gIkPP) mit der HbAlc-analogen Primarsequenz Fructosyl-
Valin-Histidin-Leucin-Threonin-Prolin bildete die Grundlage fur den Immunosensor im indirekt-kompe-
titiven Format. Anhand von Bindungsstudien mittels Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie
(Biacore-Gerat) konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen glkPP und dem anti-
HbAlc Antikdrper hochaffin ist und sich glkPP als Kompetitor eignet. Durch die Immobilisierung von
glkPP anstelle des kompletten HbAlc-Molekiils wurde zudem eine regenerierungsféhige Oberflache
geschaffen.

Durch Nutzung des nattrlich vorkommenden Hb-Bindungsproteins Haptoglobin (Hp) statt eines Anti-
korpers konnte ein Immunosensor im Sandwich-Format fir HbAlc entwickelt werden, der vom (bli-
chen Antikdrper-Sandwich-ELISA abwich.

Die Assaykonfigurationen wurden zunéchst fir Mikrotiterplatten ausgearbeitet. Zur Immobilisierung
des glkPP wurde ein glkPP-BSA-Konjugat hergestellt, das wie Hp adsorptiv an die Mikrotiterplatte
gebunden wurde. Die Detektion der gebundenen anti-HbAlc Antikorper erfolgte Uber einen GOD-
markierten Sekundarantikbrper-Komplex. Fir den indirekt-kompetitiven Assay war im Gegensatz zum
Sandwich-Assay eine Denaturierung von HbAlc erforderlich. In beiden Fallen konnte der klinisch
relevante Bereich von 5-20 % HbAlc vom Gesamt-Hb abgedeckt werden. Die untere Nachweisgrenze
betrug beim indirekt-kompetitiven Assay 23 nM und beim Sandwich-Assay 8 nM HbAlc. Mit einer rela-
tiven Standardabweichung von unter 3 % hat sich das Sandwich-Prinzip hinsichtlich Prazision gegen-
Uber der in der Literatur beschriebenen Direktadsorption ohne Fangermolekil (CV ~ 11) bewahrt.

Fiur die Sensorapplikation wurden das glkPP und Hp kovalent an Cellulose-Membranen gekoppelt.
Grundlegend studiert wurde die Aktivierung der Cellulose-Membranen mit 1,1'-Carbonyldiimidazol
(CDI) und 1-Cyano-4-dimethylaminopyridintetrafluoroborat (CDAP) als Aktivierungsagenzien. CDI
erwies sich dabei als effektiver und die resultierende Bindung mit dem Liganden als stabiler.

Die Immobilisierung von glkPP erfolgte Uiber den C-Terminus (einzige Carboxylatgruppe) des Peptids
an die aminofunktionalisierte Membran. Dadurch wurde gewahrleistet, da der Fructosyl-Rest des
Peptids fur die Bindung des anti-HbAlc-Antikorpers frei zuganglich ist.

Die Immobilisierung von Hp erfolgte nach zwei verschiedenen Strategien: Zum einen wurde Hp direkt
immobilisiert, wobei eine zuféllige Orientierung resultierte. Zum anderen wurde der Kohlenhydratrest
des Glykoproteins Hp nach vorheriger Periodat-Oxidation zu einer gerichteten Immobilisierung an
hydrazidfunktionalisierten Membranen genutzt. Die Untersuchungen zum Erhalt der biologischen Akti-
vitat nach der Immobilisierung zeigten, dass die Membranen mit orientiert-gekoppelten Hp die gréi3te
Hb-Bindungskapazitat aufwiesen.

Die entwickelten Affinitatsmatrizen wurden zur Durchfuhrung des indirekt-kompetitiven Assays bzw.
des Sandwich-Assays in Eppendorf-GefaRen eingesetzt, wobei die Indikation des GOD-Markers iber
eine Hilfsreaktion optisch erfolgte. Die gleichmalige Farbentwicklung deutete auf eine homogene
Bindung der Nachweisantikérper hin, woraus auf eine homogene Immobilisierung der Liganden
(glkPP) bzw. des Rezeptors (Hp) ruckgeschlossen werden konnte. Mit den entwickelten Affinitdtsma-
trizen war somit eine wesentliche Voraussetzung fir die Konstruktion des HbAlc-Immunosensors

erfullt.
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Mit dem Einsatz der glkPP- und Hp-modifizierten Membranen in der elektrochemischen Messzelle war
erstmalig der biosensorische Nachweis von HbAlc mdglich. Als Transduktor diente eine Pt-Elektrode,
an der das von der GOD generierte H,O, umgesetzt und ein mit der HbAlc-Konzentration korrelie-
rendes Stromsignal erzeugt wurde. Die Immunosensoren zeigten Ansprechzeiten von 3 s. Mit dem
Immunosensor auf Basis des indirekt-kompetitiven Testprinzips wurde eine Kalibrationskurve fir
HbA1c im Bereich von 0,25-30 pg ml? (3,9-465 nM) mit einer relativen Standardabweichung von 3-9 %
und mit dem Immunosensor im Sandwich-Format eine Kalibrationskurve im Bereich von 0,5-5 pg mi*
(7,8-78 nM; 5-50 % HbAlc vom Gesamt-Hb, CV 6-10 %) aufgenommen. Bei einer 1/5000 Verdiinnung
der Blutprobe kann der klinisch-relevante Konzentrationsbereich erfasst werden. Dazu wéaren weniger
als 1 pl Blut erforderlich. Mit Assayzeiten von 60 min (indirekt-kompetitiv) und 3 h (Sandwich), bedingt
durch die langen Inkubationszeiten zur Gleichgewichtseinstellung, eignen sich die entwickelten Proto-
typen derzeit noch nicht fur eine kommerzielle Anwendung. Durch Arbeiten unter Nichtgleichgewichts-
bedingungen sollten die Analysendauern aber auf <30 min reduziert werden kénnen.

Da die in dieser Arbeit verwendete Sensorkonfiguration in vielen kommerziellen Glucosesensoren
genutzt wird, kénnten mit den HbAlc-Immunosensoren als integralem Bestandteil Gerate fir die
ganzheitliche Diabetes-Uberwachung geschaffen werden. Der Immunosensor auf Basis des indirekt-
kompetitiven Prinzips misste dabei mit einer Methode zur Bestimmung von Gesamt-Hb kombiniert
werden. Im Gegensatz dazu liefert die Messung mit dem Immunosensor im Sandwich-Format als
Ergebnis direkt den prozentualen HbAlc-Anteil vom Gesamt-Hb, da hier die Menge an gebundenem
Hb allein von der Kapazitat der Adsorbensschicht und nicht von der Hb-Konzentration abhéngt. Mittels
Mikrosystemtechnik sollte es zuklnftig méglich sein, ein Mess-System aufzubauen, das die immuno-
chemische Erkennung, die amperometrische Detektion und ein Mikrofluidsystem kombiniert. Dadurch
kénnen die Arbeitsschritte weitgehend automatisiert ablaufen, was zu einer Vereinfachung der Analyse
fuhrt. Mit der Miniaturisierung des Mess-Systems wird die Basis fir ,point-of-care-testing“-taugliche
Geréate zur HbAlc-Bestimmung geschaffen.
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