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Lumineszenzmarker — mehr als nur eine Alternative zu Radioisotopen?

Andreas Mayer * und Stephan Neuenhofer *

Chemische, chromatographische oder
spektrometrische Verfahren sind fiir den
Nachweis von Molekiilen im Nano- und
Subnanogramm-Bereich meist ungeeig-
net, da ihre Empfindlichkeit zu gering
ist. Der 1959 von Yalow und Berson ent-
wickelte Radioimmunoassay (RIA) ver-
band erstmals die hohe Nachweisemp-
findlichkeit radioaktiv markierter Sub-
stanzen mit der groflen Spezifitit immu-
nologischer Reaktionen. Dadurch war
es moglich, geringste Spuren von Sub-
stanzen in Gegenwart eines Uberschus-
ses an teilweise sehr dhnlichen Fremd-
stoffen ohne vorherige Anreicherung
quantitativ nachzuweisen. Immunoas-

says entwickelten sich zum wohl wert-
vollsten analytischen Instrument der
In-vitro-Diagnostik und werden heute
routinemifBig zum WNachweis korper-
eigener und kdrperfremder Stoffe (z.B.
Hormone, tumorassoziierte Proteine,
Bakterien, Viren, Toxine und Arznei-
mittel) eingesetzt. Die vielfiltigen Nach-
teile der Radioaktivitit wie erforderli-
che Umgangsgenehmigungen, Entsor-
gungskosten, Vorkehrungen zur Vermei-
dung gesundheitlicher Risiken, kurze
Haltbarkeit und begrenzte Sensitivitdt
fiihrten schon frith zur Suche nach an-
deren, nichtradioaktiven Markierungs-
moglichkeiten. Begilinstigt durch die

Entwicklung der LichtmeBtechnik und
der kommerziellen Verfiigbarkeit von
hochempfindlichen MeBgerdten ver-
dringen heute Enzyme, Fluorophore
und Luminophore als Marker zuneh-
mend die radioaktiven Isotope. Einige
der neuen Lumineszenzmarker ermogli-
chen aber nicht nur einen Ersatz von
Radioisotopen, sondern auch einen Vor-
stoB} in bisher unerreichte Empfindlich-
keitsregionen. Der folgende Artikel soll
eine Ubersicht iiber die Maglichkeiten
der Lumineszenzmarkierung und ihre
Anwendungen vorwiegend im Bereich
der Immunoassays geben.

1. Einleitung

Der Nachweis von Substanzen mit Reagentien, die mit der zu
bestimmenden Substanz (dem Analyten) eine Bindung einge-
hen, ist im wesentlichen an drei Voraussetzungen gekniipft,
wenn eine untere Nachweisgrenze im pico- bis femtomolaren
Bereich erzielt und strukturell dhnliche Stoffe nicht mitgemes-
sen werden sollen. Erstens mufl das Nachweisreagens eine hohe
Affinitidt zum Analyten aufweisen, damit auch ein in Spuren
vorliegender Analyt erfalBt wird. Zweitens sollte die Bindung des
Nachweisreagens an den Analyten hochspezifisch sein, denn nur
so ist gewihrleistet, daB analytdhnliche Substanzen keine hohe-
re Analytkonzentration vortiduschen oder eine vorherige zeit-
und arbeitsintensive Aufreinigung erforderlich machen. Drit-
tens muB sich das Reaktionsprodukt aus Analyt und Nachweis-
reagens empfindlich nachweisen lassen, d. h. ein Signal aussenden,
das mit geeigneten MeBinstrumenten exakt quantifizierbar ist.

[*] Dr. A. Mayer

Hoechst AG, Zentralforschung G 830

D-65926 Frankfurt am Main

Telefax: Int. + 69/331320

Dr. S. Neuenhofer [*)

Hoechst AG, Radiochemisches Laboratorium

D-65926 Frankfurt am Main

Neue Adresse: Behringwerke AG, Neue Systeme und Gerinnungsdiagnostika
D-35001 Marburg

Telefax: Int. + 6421/39-4680

[+

Angew. Chem. 1994, 106, 1097-1126

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

Die Forderungen an die Affinitit und Spezifitit werden in
idealer Weise von Antikorpern erfilllt. Hierbei handelt es sich
um korpereigene Glycoproteine, denen im Organismus hoherer
Lebewesen innerhalb des Immunsystems eine entscheidende
Rolle bei der Eliminierung korperfremder Schadstoffe (Bakte-
rien, Viren, Toxine etc.) zukommt. Thre Affinititskonstanten
liegen in der Regel zwischen 10'® und 10'? Lmol ™!, Sie sind in
der Lage, geringste Strukturunterschiede auf molekularer Ebe-
ne zu erkennen, denn nur so kdnnen sie zuverldssig zwischen
korperfremden und korpereigenen Stoffen unterscheiden; eine
Verwechslung hitte fur den Wirtsorganismus fatale Folgen. Bei
den ersten Methoden, Nachweisreagentien zu markieren und sie
damit exakt quantifizierbar zu machen, wurden radioaktive Iso-
tope verwendet, von denen insbesondere das 12°I-Isotop auch
heute noch oftmals eingesetzt wird. Die Vorteile dieses y-Strah-
lers sind seine geringe GroBe (Minimierung sterischer Storein-
fliisse), sein ,hartes und demzufolge wenig stdranfélliges
Signal und seine untere Nachweisgrenze von etwa 10 amol
(1 amol =1071% mol).

Die Kombination Antikdrper/radioaktive Markierung fiihrte
Ende der fiinfziger Jahre zu den Radicimmunoassays!'}, die sich
bis heute zum wichtigsten Instrument der medizinischen In-vi-
tro-Diagnostik entwickelt haben!?). Mit ihnen werden routine-
miBig alle nur denkbaren korpereigenen und kdrperfremden
Substanzen in einer dem Patienten zuvor entnommenen Kor-
perfliissigkeit (z.B. Blut oder Serum) quantitativ erfaBt. Fiir die
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routinemifBige Anwendbarkeit ist dabei von wesentlicher Be-
deutung, daB trotz der komplexen Zusammensetzung des Un-
tersuchungsmediums Serum aufgrund der hohen Spezifitiit des
Nachweisreagens Antikorper in der Regel keine weiteren Auf-
reinigungsschritte erforderlich sind.

Den Vorteilen einer radioaktiven Markierung stehen aber
auch eine Reihe von Nachteilen gegeniiber: Der Umgang mit
radioaktiven Materialien ist reglementiert (behordliche Um-
gangsgenechmigung) und somit eingeschrinkt. Die Halbwerts-
zeit des '*°I-Isotops ist mit 60 Tagen zu kurz, um lingere
Haltbarkeiten der markierten Reagentien zu gewihrleisten.
Die wihrend der Messung aufgrund der natiirlichen Halb-
wertszeit begrenzte Signalabgabe verhindert extreme Nachweis-
empfindlichkeiten, wie sie in einigen Bereichen gefordert wer-
den.

Um diesen Nachteilen zu entgehen, begann bereits friihzeitig
die Suche nach Methoden der nichtradioaktiven Markierung
(nonisotopic methods) in der Immundiagnostik™!, Anfang der
siebziger Jahre wurde die Verwendung von Enzymen als Marker
beschrieben!), und inzwischen steht eine Vielzahl stabiler En-
zymmarker zur Verfliigung. In Kombination mit chromogenen
oder luminogenen Substraten wird die Detektion des Signals auf
Lichtmessungen als Absorption oder Emission zuriickgefiihrt.
Emittiertes Licht anstelle von radioaktiver Strahlung wird auch
bei der luminogenen Direktmarkierung zur Quantifizierung der
Analytkonzentration herangezogen. Da die Zahl der Photonen
aus Proben lumineszent-markierer Molekiile hoher sein kann
als die Anzahl der Strahlungsquanten bei Verwendung von Ra-
dioisotopen®, wurden zunichst der Fluoreszenzdetektion gute
Chancen fiir eine breite Anwendung bei der nichtradioaktiven
Markierung eingerdumt!® 8. So gelang beispielsweise der Nach-
weis eines einzelnen fluoreszent-markierten Proteinmole-
kiils'"-®l. Dennoch konnten die ersten Fluoreszenzmarker we-
gen gewisser Nachteile die radioaktiven Marker nicht nennens-
wert verdringen. Dies gelang erst mit weiterentwickelten Lumi-
neszenzmarkern und luminogenen Enzymsubstraten!®~ !,
Lumineszenzmarker ermoglichen aber nicht nur den Verzicht
auf den Umgang mit Radioaktivitét, sondern durch gesteigerte

Sensitivitdt hiufig prizisere diagnostische Aussagen, und sie
erschliefen neue Anwendungsgebiete.

Noch 1985 dominierte auf dem deutschen Immunoassay-
Markt in den umsatzstirksten Indikationsbereichen Endokri-
nologie (Schilddriise, Fertilitdt) und Tumordiagnostik der Ra-
dioimmunoassay (RIA) mit einem Anteil von 83% (Abb. 1).
Die Tendenz zum Einsatz von Methoden mit nicht-
isotopenmarkierten Verbindungen zeigt sich in den Zahlen fiir
1991. Der Anteil der RIAs ist deutlich auf 55% gesunken!!],
Der Marktanteil der nichtradioaktiven Methoden setzt sich aus
Lumineszenztechniken (z.B. Fluoreszenzimmunoassay (FIA),
Chemilumineszenzimmunoassay (CIA)), Enzymimmunoassay
(EIA) und anderen Methoden wie der Nephelometrie zusam-
men. Fiir die Zukunft ist eine weitere Zunahme der Methoden,
die ohne isotopenmarkierte Verbindungen arbeiten, zu er-
warten.
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Abb. 1. Marktanteil radioaktiver (RIA) und nichtradioaktiver Immunoassays
(Non-RIA).

0

Der vorliegende Beitrag befaBt sich mit Lumineszenzmarkern
im weiteren Sinne und ihrer Anwendung. Nach einer Definition
des Begriffs Marker in Abschnitt 2 werden in Abschnitt 3 die
Lumineszenzprozesse in einem vereinfachten Termschema dar-
gestellt. Abschnitt 4 beschreibt Enzymmarker in Kombination
mit chromogenen und luminogenen Substraten. In Abschnitt 5
wird auf Marker zur lumineszenten Direktmarkierung einge-
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gangen, unter besonderer Beriicksichtigung der zugrunde lie-
genden Mechanismen bei der Chemilumineszenzmarkierung.
Abschnitt 6 prisentiert einige Anwendungsbeispiele aus dem
medizinischen Bereich; weitere wichtige Anwendungsgebiete
sind die Umwelt- und Lebensmittelanatytik!*7s ~m- 18k =pl Zym
Thema Lumineszenzmarker, nichtradioaktive Immunoassays
und Gensonden sei neben der bereits erwéhnten Literatur noch
auf einige neuere Biicher"” und Ubersichtsartikel!"®! hinge-
wiesen.

2. Der Marker
2.1. Definition und allgemeine Struktur

Ein Marker, auch Label (engl.: to label = markieren) ge-
nannt, ist ein zur Signalaussendung befihigtes Molekiil, das zur
Markierung von Proteinen und anderen Molekiilen verwendet
wird. Es enthilt neben dem signalgebenden Molekiilteil (Mar-
ker im engeren Sinne) noch eine Reaktivgruppe (Ankergruppe),
die die kovalente Bindung an das zu markierende Molekiil er-
moglicht. Zwischen diesen beiden Gruppen befindet sich mei-
stens noch ein Abstandshalter (Spacer), der eine unerwiinschte
sterische Wechselwirkung zwischen signalgebendem Molekiil-
teil und markierter Substanz verhindern oder zumindest er-
schweren soll. Dadurch soll eine Beeinflussung der immunologi-
schen Reaktion mdoglichst ausgeschlossen werden. Die
schematische Struktur eines Markers sowie zur Verdeutlichung
die chemische Formel eines Chemilumineszenzmarkers aus der
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Schema 1. Schematische Darsteliung eines Lumineszenzmarkers (oben) mit den drei
Baugruppen signalgebende Einheit, Spacer und Ankergruppe sowie ein konkretes
Beispiel aus der Klasse der N-Methylacridinium-9-(N-sulfonyl)carbonsdureamide
(unten).

Klasse der N-Methylacridinium-9-(N-sulfonyl)carbonsiure-
amide ist in Schema 1 gezeigt. Eine so markierte Substanz wird
als Tracer (engl.: to trace = aufspiiren) bezeichnet.
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2.2. Lumineszenzmarker

2.2.1. Begriffsdefinitionen

Die Bezeichnung Lumineszenz!*®! dient als Oberbegriff fiir
die meisten Lichtemissionsprozesse wie Fluoreszenz, Phos-
phoreszenz, Chemilumineszenz, Elektrolumineszenz usw.;
Ausnahmen sind z.B. Glithemission und kohérente Streupro-
zesse. Hiufig wird in der Praxis nur zwischen Lumineszenz,
Fluoreszenz und Phosphoreszenz unterschieden, wobei die
Lumineszenz nur als Oberbegriff fiir Chemi- und Biolumines-
zenz dient.

2.2.2. Voraussetzungen fiir die Eignung als Lumineszenzmarker

Die Eignung einer Verbindung als Lumineszenzmarker ist an
cinige Voraussetzungen gekniipft!2°:

— Die Kupplung an die zu analysierende Verbindung mu8 ein-
fach und schonend méglich sein. Fiir diesen Zweck steht eine
gro3e Palette von Reaktivgruppen zur Verfiigung.

— Die Lumineszenzeigenschaften des Markers sollten sich nach
der Kupplung nicht signifikant verdndern.

- Die Eigenschaften der markierten Substanz diirfen durch die
Markierung nicht wesentiich verdndert werden. Zu beriick-
sichtigen ist das gesamte Eigenschaftsspektrum, z.B. physika-
lisch-chemische Eigenschaften wie Loslichkeit und immuno-
logische Eigenschaften. Fiir die Durchfithrung eines
Immunoassays muB} besonders die Immunreaktivitdt ausrei-
chend hoch bleiben.

Natiirlich gelten diese allgemeinen Anforderungen mit Aus-
nahme des zweiten Punkts auch fiir andere Marker. Inwieweit
diese Punkte erfillt sind, hingt stark von den Einzelheiten des
jeweiligen Systems ab und ist von Fall zu Fall unterschiedlich.
Beispielsweise werden kleine Molekiile (Molekulargewicht
<2 kD) durch die Markierung mit einem Marker vergleichba-
rer GroBe starker verdndert als grofie Proteine. Proteine sind
Jedoch hiufig empfindlicher gegeniiber den Markierungsbedin-
gungen, da beispielsweise keine Synthesen in organischen Lo-
sungsmitteln durchgefiihrt werden kdnnen. Meist lassen sich
dennoch durch chemische Modifizierung des signalgebenden
Molekiilteils und/oder des Spacers und durch Waht der optima-
len Reaktivgruppe Bedingungen finden, die geeignete Kon-
jugate liefern.

2.2.3. Der signalgebende Molekiilteil

Als signalgebende Komponenten kommen grundsitzlich alle
lumineszenten Verbindungen in Frage, die eine ausreichende
Quantenausbeute in willrigen Losungen aufweisen, unter den
Anwendungsbedingungen geniigend stabil und synthetisch so
funktionalisierbar sind, dal sowohl eine Reaktivgruppe als
auch eigenschaftsverindernde Substituenten, beispielsweise zur
Erhéhung der Wasserldslichkeit oder zur Veridnderung der
Emissionscharakteristika wie Wellenlinge und Abklingzeit, ge-
bunden werden konnen. Die Variabilitit ist Voraussetzung fiir
eine moglichst breite Einsetzbarkeit der Marker. Die wichtig-
sten fluoreszenten und chemilumineszenten Marker werden in
Abschnitt 5 ndher behandelt!?® 211,

1099



AUFSATZE

A. Mayer und S. Neuenhofer

2.2.4. Die Reaktivgruppe

Wie bereits erwidhnt, dient die Reaktiv- oder Ankergruppe zur
Bindung des Markers an die zu markierende Substanz. Da hiu-
fig eine Verkniipfung mit Biomolekiilen wie Proteinen, Antikor-
pern, Hormonen erforderlich ist, bietet sich die Bildung einer
Sdureamidbindung zwischen aktivierten Carboxygruppen und
Aminogruppen an. Aus der Peptidchemie sind viele Verfahren
bekannt, die in wiBrigem Medium unter schonenden Bedingun-
gen ablaufen!?2 231, Praktische Bedeutung fiir Markierungspro-
zesse haben jedoch nur wenige Reaktionen erlangt. Einige der
wichtigsten Kupplungsreaktionen sind in Schema 2 zusammen-
gefalt. Bevorzugt haben viele Lumineszenzmarker N-Hydroxy-
succinimid(NHS)-ester als Reaktivgruppe (Schema 2a)t2!-25],
Diese Reaktivgruppe weist mehrere Vorteile auf!?? 241: Sie kann
einfach aus Carbonsdurederivaten hergestellt werden!?%; ent-
sprechende Marker kénnen, z.B. mit HPLC, hochgereinigt wer-
den, wodurch Markierungen definiert und reproduzierbar
durchgefiihrt werden kénnen. Unter Feuchtigkeitsausschlull ist
eine Lagerung der Marker lingere Zeit ohne Riickgang der
Kupplungsaktivitit méglicht?*27- 28], Die Kupplungsreaktion
des Succinimids mit Aminogruppen verlduft unter milden Be-
dingungen (Raumtemperatur) in willrigen Losungen; Alkohole
reagieren dagegen bei diesen Bedingungen nicht mit NHS-
Estern!?”). Als Variante dieser Reaktion kann auch der Marker
eine primdre Aminofunktion als Reaktivgruppe zur Kupplung
mit einer NHS-Esterfunktion am Protein enthalten (Sche-

Schema 2. Wichtige Markierungsprozesse; L = Label (Marker), P = Protein,
X = Spacer.
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ma 2b). Die Umsetzung kann auch mit freien Carboxygruppen,
z.B. von Proteinen, nach dem Carbodiimid- oder nach dem
,,Gemischten-Anhydrid““-Verfahren erfolgen?% 23231 Kiirz-
lich wurden auch Acridiniumestermarker mit Imidoester-Reak-
tivgruppen beschrieben!?®!, Besonders bei Fluoreszenzmarkern
wird neben den schon erwdhnten Methoden hiufig die Isothio-
cyanatgruppe zur Kupplung mit Aminofunktionen von Prote-
inen unter Bildung von Thiohamnstoffen verwendet (Sche-
ma 2¢)!*%, Die in Schema 2d dargestellte Methode zur Kupp-
lung durch Thioladdition an Maleinimidgruppen, die aus der
Peptidchemie ebenfalls hinreichend bekannt ist!?*, wird auch
fiir lumineszente Marker verwendet!?!!, spielt aber besonders
fiir die Verkniipfung von Enzymmarkern mit Proteinen eine
grofe RolleP!,

2.2.5. Der Spacer

Meistens werden einfache kurze Alkylketten oder Reste, die
aromatische und aliphatische Gruppen enthalten (vgl. Sche-
ma 1), als Spacer verwendet. Ein Beispiel der Umwandlung ei-
ner Aminogruppe eines Isoluminolmarkers zu einem NHS-
Ester ist in Schema 3 dargestellt!®2). Durch Spacer des gezeigten

~
C,H o o
o) ‘2 5 \ ;
N o
HN N(CHy)gNH, — ——»
HN
0
o
N—OH / DCC
0 CaHg
{ 0
HN N\(CH2)6-NHCO-CH2—0-CH2602H ———
|
HN
0
0 ‘|32H5 o
N /7 0
HN \(CH2)6-NHCO-CH2-O-CH2——C\
HN O-N

o lﬂ— Spacer —t‘ 0

Schema 3. Moglichkeit zum Aufbau eines Spacers mit einer NHS-Reaktivgruppe,
verdeutlicht am Beispiel eines Isoluminolmarkers; DCC = Dicyclohexyl-
carbodiimid.

Typs, die als hydrophile Einheiten mehrere Sdureamidgruppen
und Etherbriicken aufweisen, kann auch die Wasserloslichkeit
von Immunokonjugaten positiv beeinfluBt werden*3.

2.3. Enzymmarker

Wegen ihrer praktischen Bedeutung werden in dieser Arbeit
auch Chromogene und Luminogene behandelt, die als Substrate
fiir Enzymmarker Verwendung finden (Abschnitt 4). Die Um-

setzung von Luciferinderivaten (natiirlich vorkommende biolu-
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Schema 4. Firefly-Luciferin (links) und ein stabiles Dioxetanderivat (rechts).

mineszente Verbindungen) mit ihrer jeweiligen Luciferase (En-
zym, das die biolumineszente Reaktion katalysiert) fithren zu
Lumineszenzreaktionen mit den hochsten bekannten Quanten-
ausbeuten. Den Spitzenreiter bildet das Luciferin (Schema4)/
Luciferase-System des nordamerikanischen Leuchtkifers
(Firefly; Photinus Pyralis) mit Quantenausbeuten von ca.
0.9 Einsteinmol ~* 111 151 Seit Ende der achtziger Jahre kénnen
wichtige biogene Luciferasen auf gentechnologischem Wege ge-
wonnen werden und kommen daher auch fiir routinemafige
Anwendungen in Betracht!!’]. Hohe Quantenausbeuten liefert
auch die Kombination von Enzymmarkern mit stabilen Dioxe-
tanen (Schema 4) als luminogenen Substraten. Als Enzym wird
vor allem alkalische Phosphatase und f-Galactosidase verwen-
det (der Rest R ist dementsprechend Phosphat oder fi-Galac-
tose). Solche enzymatischen Systeme werden in Abschnitt 4 na-
her behandelt.

Da Enzymmarker in aller Regel nicht als stabile universell
verwendbare Marker erhéltlich sind, sollen hier einige Metho-
den zur Enzymmarkierung angesprochen werden. Die Kupp-
lung von Enzymen an Antikdrper oder Antikdrperfragmente

0
o o] e]
[:N_o
D 0=N_ 1 | N—(O=N_ |
© o
0 o o

erfolgt hidufig mit difunktionellen Kupplungsreagentien. Einige
Beispiele sind in Schema 5 gezeigt. Die Reaktionen sind den
bereits unter Abschnitt 2.2.4 erwdhnten Methoden analog. Ein-
zelheiten konnen der weiterfilhrenden Literatur entnommen
werden™* 311, Auf Kupplungsméglichkeiten unter Nutzung der
starken nichtkovalenten Bindungsfiahigkeit des Biotin/(Strept)-
Avidin-Systems kann hier nur hingewiesen werden!#1,

3. Elektromagnetische Strahlung als Meflsignal
3.1. Vergleich von Licht und radioaktiver Strahlung

Ein groBer Nachteil bei der Nutzung radioaktiver Isotope
besteht in der Notwendigkeit, umfangreiche Schutzvorkehrun-
gen vor der hochenergetischen - oder y-Strahlung (bis zu
10*® kJmol™ 1) zu treffen. Da Lumineszenzmarker als MeBsi-
gnal unschédliches Licht — meist im sichtbaren Bereich des elek-
tromagnetischen Spektrums (£ & 200 kImol~") — nutzen, ent-
fallen jegliche MaBnahmen zum Schutz vor energiereicher
Strahlung. Desweiteren ist die mit Radioisotopen erreichbare
spezifische Aktivitit durch radiolytische Zersetzung des mar-
kierten Materials nach oben hin limitiert. Die Markierung mit
dem Isotop '2°I ist {iblicherweise auf ein Atom pro Molekiil
markierter Substanz begrenzt!?'-3%. Zusitzlich schrinkt die
Halbwertszeit des Radioisotops, die beispielsweise fiir das hiu-
fig eingesetzte 12%I-Isotop nur 59.7 Tage betrdgt, sowohl die
Lagerfahigkeit des markierten Materials als auch die Nachweis-

H o)

ob— X)— N:js_%

o}

(X)= - (CHy)s - . —@-c:-iz -
- (CH2)3—©—
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(0= - CHy-0 - CH, -

Cx

(X)= - (CHa)p -

Schema 5. Difunktionelle Kupp-
lungsreagentien fiir die Mar-
kierung mit Enzymen; E =
Enzym, P = Protein (z.B. Anti-
koérper), X = Spacer.
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grenze ein. AuBerdem emittieren Radioisotope stindig Strah-
lung, auch dann, wenn kein Mefsignal benétigt wird. Fiir die
tatsdchliche Messung von meist einer Minute kann daher nur
ein winziger Bruchteil des prinzipiell verfiigbaren Signals ge-
nutzt werden. Als Vorteil ist jedoch jederzeit eine Wiederholung
einer Messung moglich. Lumineszenzmarker, die eine wesent-
lich héhere Lebensdauer aufweisen, senden nach Auslésung der
Lichtreaktion das gesamte verfiigbare Licht meist in sehr kurzer
Zeit aus. Zusétzlich kann die Aktivitdt des Tracers meist durch
Mehrfachmarkierungen weiter erh6ht werden, wodurch ein sehr
empfindlicher Nachweis mdglich wird. Wiederholungsmessun-
gen der gleichen Probe k6nnen jedoch, zumindest bei der Ver-
wendung von Chemilumineszenzmarkern mit schneller Licht-
emission, nicht durchgefithrt werden.

3.2. Photophysikalische Prozesse
In dem vercinfachten Termschema in Abbildung 2 sind die

wichtigsten photophysikalischen Vorginge mit ihren typischen
Lebensdauern z [s] zusammengefa3t13]. Die dargestellten strah-

[crf —» o’ SR (10™-10") "
ISC (10 )
A S
1 v >-
< T,
Ph g
ChemA (10™-10%) §
Alzf Fl IC Ic
Ao i |ao- (10”-10')
167) rre:
A+B S a—
0 Y "4 ¥

Abb. 2. Vereinfachtes Termschema mit einigen photophysikalischen Prozessen. Le-
bensdauer ¢ [s] ist in Klammern angegeben; Abs = Absorption, Fl = Fluoreszenz,
Ph = Phosphoreszenz, SR = Schwingungsrelaxation, ChemA = Chemische Anre-
gung, IC = internal conversion, ISC = intersystem crossing; durchgezogene Linien
entsprechen strahlenden Ubergangen, Wellenlinien strahlungslosen Ubergiingen.

lenden Ubergiinge konnen zur Erzeugung von Detektionssigna-
len genutzt werden. Da speziell bei den langlebigen Phosphores-
zenzprozessen in Losung strahlungslose Desaktivierung zu ge-
ringer Effizienz fiihrt, spielt Phosphoreszenzdetektion nur eine
untergeordnete Rolle fiir Lumineszenzmarker. Auf Absorp-
tionsmessungen wird letztendlich die Quantifizierung in Enzym-
systemen mit chromogenen Substraten zuriickgefiihrt (vgl. Ab-
schnitt 4). Photoanregung und Auswertung der Fluoreszenz
sind die Basis der Fluoreszenzmarkierung (vgl. Abschnitt 5.1).
Fiir Chemilumineszenzdetektion ist die Erzeugung von angereg-
ten Singulettzustinden (§,) durch chemische Reaktionen erfor-
derlich. Die Energiedifferenz zwischen 5,- und S,-Zustand liegt
fiir Emissionen im sichtbaren Bereich zwischen 167 (rotes Licht)
und 293 kI mol ™! (violettes Licht)!'*:*"1. Zur effizienten Nut-
zung der genannten Prinzipien sind natirlich jeweils auch aus-
reichende Quantenausbeuten erforderlich. Niheres ist jeweils
bei Behandlung der einzelnen Luminophore (siche Abschnitt 5)
angegeben.
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4. Enzymmarker

Die Verwendung von Enzymen als Marker war die erste Al-
ternative zur radioaktiven Markierung(®8. Sie ist von der
Grundidee her recht vielversprechend, da ja nicht wie sonst si-
gnalgebende Komponenten eingefiihrt werden, sondern Mole-
kiile, von dcnen jedes eine Vielzahl von speziellen chemischen
Reaktionen zur Erzeugung detektierbarer Spezies katalysiert.
Auf diese Weise ist bereits von vorneherein ein effektiver Si-
gnalverstirkungsmechanismus eingebaut.

Die drei wichtigsten Enzyme, die als Marker Verwendung
finden, sind die Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish per-
oxidase, HRP), die alkalische Phosphatase (AP) und die §-p-
Galactosidase (GAL). Schema 6 faBt die von ihnen katalysier-

HRP

RHy + Hy0, ——» R + 2H0

AP
R-OPOgHy + HO —» ROH + H3PO4

OH OH
HO 0 O—R HO o}

OH s 1o =By |lon OH + ROH
OH OH

Schema 6. Allgemeine Darstellung der von den drei wichtigsten Enzymmarkern
HRP, AP und GAL katalysierten Reaktionen.

ten Reaktionen zusammen. Die HRP ist mit einem Molekular-
gewicht von ca. 40 kD das kleinste Enzym unter den dreien (AP
ca. 100 kD, GAL ca. 500 kD) und sorgt demzufolge auch am
wenigsten fiir sterische Probleme. Sie ist jedoch empfindlich
gegeniiber hiufig eingesetzten antimikrobiellen Agentien (Azid,
Thiomersal). Die AP hat die hochste katalytische Aktivitit,
wird jedoch durch Phosphat (Produkthemmung) und Ethylen-
diamintetraessigsdure (edta; Entzug der fiir die katalytische Ak-
tivitit notwendigen Zn?*- und Mg? " -lonen) negativ beein-
fluBt.

Die dltesten Enzymsubstrate, die in der Analytik eingesetzt
werden, sind die Chromogene. Sie sind farblos und werden erst
durch eine cnzymatische Reaktion in farbige Produkte umge-
wandelt, die photometrisch quantifiziert werden kdnnen; Sche-
ma 7 zeigt Beispiele. Die wichtigsten fluorogenen Substrate der
Peroxidasen weisen das gemeinsame Strukturelement[¥9- #9431
p-HO—C.H,—C- auf, wihrend 4-Methylumbelliferyl-Verbin-
dungen im Falle der AP und GAL bevorzugt werden!*! =43
(Schema 8§).

Die chemilumineszenten Arylhydrazide Luminol und Isolu-
minol™3! (Schema 9) sind bekannte Substrate der HRP. Die
Quantenausbeute der Oxidation dieser Arylhydrazide, d.h. der
Prozentsatz der Ausgangsmolekiile, die letzten Endes ein Pho-
ton emittierendes Endprodukt liefern, liegt bei ca. 1%. Die
Lichtintensitit kann durch sogenannte Enhancer, beispielsweise
6-Hydroxybenzothiazolderivate oder para-substitutierte Pheno-
le, im Vergleich zur nichtverstiarkten Reaktion drastisch erhoht
werden (bis zum Faktor 10001)#%). Der Mechanismus, der die-
ser Verstiarkung (engl.: enhanced chemiluminescence) zugrunde
liegt, ist noch weitgehend ungeklart. Als am wahrscheinlichsten
gilt, daB einer oder mehrere Oxidationsschritte zur Erzeugung
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- HyPOy,

-2H"

OH OH
HO 00 GAL HO (o]
OH N02 + HZO —) OH OH +
- H“
OH OH

Schema 7. Beispiele chromogener Substrate. Neben o-Phenylendiamin werden auch
haufig 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) und 2,2"-Azinobis(3-ethylbenzthiazo-
lin-6-sulfonsiure) (ABTS) verwendet. Anstelle von 4-Nitrophenylphosphat werden
auch Sfters 1-Naphthylphosphat und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat eingesetzt.
Neben 2- oder 4-Nitrophenyl-f-p-galactopyranosid kommen auch hidufig Chlor-
phenolrot-f-p-galactopyranosid und 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-p-galactopyra-
nosid zum Einsatz.

@o-

gelb

CoH

H0, 2H,0 COoH CO5H
i = 0
MeO HRP MeO OMe
OH
HO HO
)‘ex= 315 nm , A’em = 425 nm
\p/O o) o]
B
° 7 A\FlA
CHy
HO. (o} o]
OH -~
HO o O O, o] y
OH CH
1801 a
A A
OH CH3 ex em [om]
323 386 [7a]
380 450 [6]

360 447 [44]

Schema 8. Beispicle fluorogener Substrate. 4, = Anregungswellenlinge, 4., =
Emissionswellenldnge.

o 0
f;lH HRP o~ .
. fp *3H0, —> O_+N2+3H20+2H + hy
Y X Y O

s}

tuminol: X =H.,Y =NH,

Isoluminol: X = NH,, Y =H

Schema 9. HRP-katalysierte Oxidation von Luminol und Isoluminol.
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von Luminolradikalen in dem komplexen Reaktionsablauf der

enzymatischen Oxidation beschleunigt werden!*%¥),
Dioxetanderivate sind die wichtigsten chemiluminogenen

Substrate der AP und der GAL!*" (Schema 10). Auch bei den

o—0
AP/ GAL
—

OMe

OR ol

AMPPD: R=PO5”
AMPGD: R = Galactosyl

[AMPD] (tl/2= ca. 2 min)

l OMe
0 0
@ TN
o
Schema 10. Adamantylmethoxy(phosphoryloxyphenyl)dioxetan (AMPPD) und

Adamantylmethoxy(galactopyranosyloxyphenyl)dioxetan (AMPGD) als Enzym-
substrate.

von AP und GAL katalysierten Reaktionen kann die Chemilu-
mineszenz verstirkt werden. Besonders effektiv ist hierbei der
Einsatz fluoreszierender Tenside (Schema 11)., Zusammen mit
normalen Tensidmolekiilen
(z.B. Cetyltrimethylammo-
niumbromid) bilden sie Mi-
cellen, in die das Substrat
unmittelbar nach der enzy-
matischen Abspaltung des
Phosphat- oder Galactosid-
rests hineindiffundiert. Der
Zerfaill des Dioxetanderi-
vats in der Micelle fiihrt zu
einem effektiven Energie-
transfer auf die Fluoro-
phorgruppen der Tensidmolekiile. Daraus resultiert eine betricht-
liche Erhohung der Quantenausbeute’ (¢ = ca. 0.005
Einstein pro Mol; zum Vergleich: ¢, in tensidfreier wabriger
Pufferldsung betriigt ca. 10~ ° Einstein pro Mol). Laut Literatur-
angaben lassen sich mit den Dioxetanderivaten noch 600 Enzym-
molekiile nachweisen7<!,

Bei den bisher beschriebenen Detektionssystemen entsteht die
signalgebende Komponente unmittelbar in der vom Enzymmar-
ker katalysierten Reaktion. Es gibt jedoch auch eine Reihe von
Detektionssystemen, bei denen die signalgebende Komponente
erst in einer nachgeschalteten Reaktion gebildet wird. Durch der-
artige Kupplungsreaktionen lassen sich, analog enzymkatalysier-
ter Reaktionen, hdufig betrdchtliche Empfindlichkeitssteigerun-
gen erzielen. Im Nachweissystem von Seift*%2! katalysiert der
Enzymmarker AP die Bildung von NAD™* aus NADP*. Das
gebildete NAD™ aktiviert seinerseits katalytisch einen spezifi-
schen Redoxcyctus, aus dem eine farbige Substanz hervorgeht
(Schema 12). Als untere Nachweisgrenze fiir den Enzym-
marker AP werden mit dieser Methode 0.01 amol“#®! und in ei-
ner neueren Publikation™®?! sogar 0.6 zmol (1 zeptomol =
10~ 2! mol) angegeben; Werte, die im Falle einer direkten Farb-
stoffbildung undenkbar wiren.

NHCO - (CHp)y 2 - CH3
Schema 11. Beispiel eines fluoreszieren-

den Tensids, 5-(N-Tetradecanoylamino-
fluorescein).
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napp*
+
c, HS OH NAD Formazan
(farbig)
CH4CHO NADH Tetrazoliumsalz

(farblos)

Schema 12. Beispiel einer Signalverstirkung: Das von der AP gebildete NAD™*
wirkt seinerseits als Katalysator in “einem nachgeschalteten Redoxcyclus.
ADH = Alkoholdehydrogenase.

Ein anderes Verfahren zum hochempfindlichen Nachweis von
AP wird von Christopoulos und Diamandis beschrieben*°l.
Der von der AP katalysierte Schritt besteht in der Bildung von
5-Fluorsalicylsdure aus 5-Fluorsalicylphosphat. In einer an-
schlieBenden Reaktion bildet 5-Fluorsalicylsdure mit Tb*™-
Ionen und edta einen stark fluoreszierenden terndren Komplex,
dessen Konzentration iiber zeitaufgeloste Fluoreszenzmessung
(vgl. Abschnitt 5.1.4) quantifiziert wird. Als untere Nachweis-
grenze werden 0.6 amol AP pro 50 L Probenvolumen genannt.
Im Detektionssystem von A. Baret et al..>*) wird als Enzymmar-
ker Xanthinoxidase eingesetzt. In Gegenwart von Sauerstoff
oxidiert sie Hypoxanthin zu Xanthin und Harnsdure unter Bil-
dung von Superoxid-Radikalanionen (O}”). In Folgereaktio-
nen entstehen weitere reaktive Sauerstoffverbindungen (H,0,,
10,, OH"), die zur chemilumineszenten Luminoloxidation ge-
eignet sind.

5. Lumineszenzmarker
5.1. Fluoreszenzmarkierung

Fluoreszenzmarker finden bereits seit langer Zeit vielfiltige
Anwendungen in der Biologie, Biomedizin und Analytik!*°l
Erwédhnenswerte Einsatzgebiete sind die Fluoreszenzdetektion
in der HPLC nach Vorsdulen- oder Nachsidulenderivatisie-
rung®Y, die FluBcytometrie®?), die Fluoreszenzmikrosko-
piet®3, die DNA-Analytik®4 und die Anwendung als Marker
in Immunoassays, auf die hier niher eingegangen wird. Meist
erfolgt die Markierung unter Bildung einer kovalenten Bindung
zwischen Markern — wie in Abschnitt 2 allgemein beschrieben —
und der Zielsubstanz. Fiir manche Zwecke konnen auch Fluo-
reszenzfarbstoffe ohne Reaktivgruppe verwendet werden, die
nur assoziativ gebunden werden und sich dadurch, beispielswei-
se in Zellen, anreichern. Eine Ubersicht von Fluorochroymen, die
in der Medizin und der Biologie eingesetzt werden, sowie von
ihren spektralen Daten findet man in Lit.1?6],

5.1.1. Spezielle Anforderungen an Fluoreszenzmarker
Sfiir Immunoassays

Neben den bereits genannten allgemeinen Anforderungen an
Lumineszenzmarker sollten Fluoreszenzmarker fir die Anwen-
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dung in Immunoassays noch einige zusitzliche Bedingungen
erfiillen, die unmittelbar aus dem Test- und MeBprinzip ableit-
bar sind. Grundsitzlich sind Fluoreszenzmessungen zwar mit
héchster Empfindlichkeit méglich!® 7531 in der Praxis ist die
Sensitivitdt bei Fluoreszenzimmunoassays (FIAs) aber durch
Untergrundfluoreszenz (background fluorescence), Lichtstreu-
ung und Ldscheffekte drastisch eingeschrankt. Das Unter-
grundsignal resultiert hauptsichlich aus der Eigenfluoreszenz
von Serumbestandteilen!® 7, die einen breiten Wellenlingenbe-
reich iiberdeckt. Serumproteine werden beispielsweise bei
280 nm angeregt und cmittieren von 320-350 nm. Andere Be-
standteile wie NADH und Bilirubin werden zwischen 330 und
360 nm bzw. 450465 nm angeregt und fluoreszieren im Bereich
von 430-470 nm bzw. bei 515 nm!"?!. Die Nachweisgrenze fir
Immunokonjugate eines Fluoreszenzmarkers mit Rinderserum-
albumin oder Immunglobulin G (IgG) ist im Schnitt in Serum
10- bis 50mal hoher als in Pufferlésung!®4). Viele Festphasenma-
terialien wie Polystyrol tragen ebenfalls zum Leerwert bei. Die
Lichtstreuung ist besonders bei Losungen, die Proteine oder
kolloidal geloste Substanzen enthalten, ein Problem. Neben der
Rayleigh- und Tyndall-Streuung, die die gleiche Frequenz wie
der Anregungsstrahl aufweist, tritt auch Raman-Streuung mit
einer um meist 50 nm verschobenen Frequenz auf. Die Fluores-
zenzldschung kann oft Folge geringster Anderungen in der Um-
gebung des Fluorophors sein (pH-Wert, Polaritdt, Oxidations-
stufe, Ndhe von Schweratomen oder anderen absorbierenden
Gruppen). Wird z.B. ein Protein mehrfach markiert, kdnnen
sich zwei Fluorophore so nahe kommen, daB es zur Selbstls-
schung der Signale kommt, wenn das Absorptions- und Emis-
sionsspektrum iiberlappt.

Um die genannten Einfliisse zu minimieren, sind folgende
Figenschaften bei Fluoreszenzmarkern wiinschenswert!36):
a) moglichst langwellige Emission (500—700 nm), b) groBe
Stokessche Verschiebung von > 50 nm, c)lange Fluoreszenz-
lebensdauer von 7 > 20 ns.

Eine ausreichend lange Lebensdauer ist besonders fiir die
Nutzung des Prinzips des Fluoreszenzpolarisationstransfers von
Bedeutung (vgl. Abschnitt 5.1.3). Fluoreszenzlebensdauern
7 >100 ns ermoglichen eine deutliche Verbesserung des Signal/
Rausch-Verhiltnisses und damit der Sensitivitiat, da die Mes-
sung erst nach dem Abklingen der Untergrundfluoreszenz und
der Lichtstreuung erfolgen kann. Dieses Prinzip findet Anwen-
dung bei zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen, die unter Ab-
schnitt 5.1.4 ndher erldutert werden.

5.1.2. Marker zur direkten Fluoreszenzmarkierung

Als erste Verbindung zur fluoreszenten Markierung von bio-
logischem Material verwendeten Coons et al. bereits 1941 An-
thracenisocyanat zum Markieren von Bakterienproteinent®”l.
Die gleiche Arbeitsgruppe fithrte wenig spéter Fluoresceiniso-
thiocyanat (FITC, A, Schema 13) als effektiveren Marker
eint®8. Obwohl dieser Xanthenfarbstoff aufgrund seiner spek-
tralen Daten (Tabelle 1) die oben genannten Anforderungen an
einen Fluoreszenzmarker nur bedingt erfiillt, entwickelte sich
FITC zum Fluorochrom der Wahl fiir die meisten Anwendun-
gen!® 1% Trotz der groBen Zahl spiter entwickelter Fluores-
zenzmarker wird FITC immer noch am hiufigsten in Fluores-
zenzimmunoassays verwendet, moglicherweise wegen der hohen

Angew. Chern. 1994, 106, 10971126



Lumineszenzmarker

AUFSATZE

HO o} o] Tabelle 1. Spektrale Daten ausgewéhlter Fluoreszenzmarker A-L
HO [nm]  [nm] [Lmol™'em™?!] [ns]
o)
O Fluoresceinisothiocyanat A 492 520 7x10* 4.5 0.85
Rhodamin-B-isothio- 550 585 [a] 3.0 0.7
A NCS cyanat B (R = Et)
TM-Rhodaminisothio- 550 580 5% 10% 2.0
cyanat B (R = Me)
Erythrosin C 530 558 fl[b] 1x10°
690 ph [b] 2.7x10° 0.002

Resorufinderivate D 575 590
Dansylchlorid E 340 480-520 3.4x10° 14.0 0.3
Pyrenmaleimid F 340 375,392  3.8x10% 100
Phycocyanobilin, 614 643 5.8x10° 22 0.52 [c]
proteingebunden G
Phycoerythrobilin, 546 576 2.4x10¢ 32 0.59 [c]
proteingebunden H
Europiumtris[2-naphthoyl- 340 590, 613 3.6x10* 7x10° 0.8

trifluoraceton] 1

[a] Unklare Literaturangaben: 12300 [6a, b]; 103000 [7a]. [b] fl = Fluoreszenz;
ph = Phosphoreszenz. [c] Manche Phycobiliproteine liefern #-Werte bis 0.98.

beispielsweise in Derivaten des Phenoxazinfarbstoffs Resorufin
gewisse Erfolge. Zur Herstellung von Fluoreszenzmarkern ge-
eignet funktionalisierte Resorufine erhdlt man unter anderem
aus Nitrosoresorcin und 2,6-Dihydroxybenzoesiure nach Re-
duktion der zundchst gebildeten Resazurine (Resorufin-N-oxi-
de). AuBer dem in Schema 13 gezeigten Derivat D mit einem
Succinimidoylester als Reaktivgruppe sind auch Marker auf Re-
sorufinbasis mit anderen Reaktivgruppen bekannt. Im Ver-

s0.c1 N gleich zu Fluorescein wirkt sich bei Resorufin die Serumeigen-
2 Vi fluoreszenz weniger stérend aus'®®!. Eine langwellige Verschie-
E E bung von Anregungs- und Emissionswellenldnge ist auch mit

-CO-NH-Cys-CO-NH-
COH COH

-CO-NH-Cys-CO-NH- CF3
CO,H CO,H
Eu

Schema 13. Ausgewéhlte Fluoreszenzmarker A-I. Siche Tabelle 1.

Quantenausbeute und der Stabilitit. Ahnliche Eigenschaften
zeigen die der gleichen Farbstoffklasse zugehorigen Rhodamine
B. Beide Farbstoffe konnen in den gezeigten zwei isomeren For-
men, einer Spirolacton- und ciner chinoiden Struktur, vorliegen.

Bemiihungen, Fluoreszenzmarker zu erhalten, die im langer-
welligen Bereich angeregt werden und auch emittieren, zeigten

Angew. Chem. 1994, 106. 1097 -1126

Phycobiliproteinen®®], die aus verschiedenen Rot- und Griinal-
gen erhalten werden, moglich. Die Struktur von zwei prostheti-
schen Gruppen ist in Schema 13 (G, H) wiedergegeben. Die
Verbindungen zeigen sehr hohe molare Extinktionskoeffizien-
ten und hohe Quantenausbeuten (> 0.8)!¢!], Die Verkniipfung
mit dem Protein erfolgt nicht bei allen Phycobiliproteinen iiber
den A-Ring. Die Substanzen, die inzwischen auch kommerziell
erhiltlich sind, wurden zuerst in der Fluoreszenzmikroskopie
und FluBcytometrie eingesetzt, danach auch als Marker in Im-
munoassays. Wurde beispielsweise Fluorescein in einem Sand-
wichimmunoassay durch Phycoerythrin ersetzt, so konnte zwar
eine signifikante Erhohung der Sensitivitit (Faktor 2—-10) er-
zielt werden, die jedoch unter den Erwartungen aus den spektra-
len Daten lag!®'> 621 Ungiinstig wirkt sich die GroBe der Marker
und die aufwendige Kupplung aus. Da die Phycobiliproteine ein
breites Anregungs- und Emissionsband aufweisen, ist durch die
Verwendung unterschiedlicher Marker, deren Emissionsbanden
sich nicht {iberlappen, auch eine Parallelbestimmung mehrerer
Parameter denkbar, was in ersten Experimenten auch bestitigt
wurde.

5.1.3. Fluoreszenzpolarisation

Das bereits lange bekannte Prinzip der Fluoreszenzpolarisa-
tion!®3! wurde 1961 erstmals auf die Antigen-Antikérper-Reak-
tion angewendet'®*. Ein Fluoreszenz-Polarisationsimmunoas-
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say basiert auf folgendem Prinzip: Wird eine fluoreszierende
Verbindung in Losung mit polarisiertem Licht angeregt, so ist
auch die beobachtete Emission polarisiert. Der Grad dieser Po-
larisation hangt von der Rotationsrelaxationszeit und damit von
der GroBe des Molekiils ab. Wird ein kleines (M: 1-10 kD)
fluoreszent-markiertes Molekiil mit schneller Rotationsbewe-
gung von einem Antik6rper (M & 160 kD) gebunden, so nimmt
die Rotationsrelaxationszeit des langsam rotierenden Immun-
komplexes zu und damit auch die Polarisation der Fluoreszenz.
Mit diesem Prinzip kann zwischen freiem markierten Antigen
und Immunkomplex unterschieden werden. Die Methode ist
allerdings nicht fiir groBe Antigene geeignet, da sich die Rota-
tion bei der Immunkomplexbildung kaum verandert. Eine ge-
nauere Ableitung des MeBprinzips findet man in Lit.1®3. Als
Marker konnen die bereits genannten Fluorophore verwendet
werden, obwohl Substanzen mit ldngerer Fluoreszenzlebens-
dauer vorteilhafter wiren. Am hiufigsten wird auch hier Fluo-
resceinisothiocyanat A eingesetzt. Die Sensitivitdt ist natiirlich
durch die bereits genannten Faktoren begrenzt.

Da bei diesem MeBprinzip kein Trennschritt erforderlich ist
(homogener Immunoassay), konnen Bestimmungen relativ ein-
fach durchgefithrt werden, sofern keine Empfindlichkeit im pi-
comolaren Bereich gefordert wird. Besonders auf dem Gebiet
der Arzneimittelanalytik findet der Fluoreszenz-Polarisations-
immunoassay breitere Anwendung®®®-%3. Auch fiir die Um-
weltanalytik, etwa die Bestimmung von polychlorierten Biphe-
nylen (PCBs), kann die Methode genutzt werden. Als Marker
werden Fluoresceinderivate eingesetzt!5°],

5.1.4. Zeitaufgeloste Fluoreszenz

Es wurde bereits erwihnt, daB3 die limitierende Untergrund-
fluoreszenz und die Streulichteffekte ausgeschaltet werden kon-
nen, wenn man Marker mit sehr langer Fluoreszenzlebensdauer
einsetzt und erst zu messen beginnt, wenn kein Untergrund-
signal mehr vorhanden ist. Die Lebensdauer der unspezifischen
Untergrundsignale betrdgt im allgemeinen weniger als 10 ns.
Fiir eine storungsfreie Messung des spezifischen Signals werden
Marker bendtigt, deren Lebensdauer mindestens das zehnfache
der Abklingzeit des Untergrundssignals betrigt!%). Geeignete
organische Fluorophore mit Lebensdauern t > 50 ns sind je-
doch sehr rar. Pyrenderivate wie F in Schema 13 zeigen zwar
Lebensdauern von ca. 100 ns, die sich aber als nicht ausreichend
erwiesen haben!®%l. Wesentlich linger sind die Lebensdauern
von Phosphoreszenzprozessen. Die prinzipielle Verwendbarkeit
von phosphoreszenten Markern wie Erythrosinderivaten in
sauerstoffreier Losung konnte zwar gezeigt werden'®”), doch
werden derzeit bei der Nutzung der Phosphoreszenz wegen sehr
geringer Quantenausbeuten und des hohen Aufwands keine
Fortschritte erzielt.

Erst die Verwendung von Komplexen mit Tonen von Seltenen
Erden, zunichst vornehmlich Europium(im), als Marker eroff-
nete die Aussichten zur drastischen Verbesserung der Empfind-
lichkeit von Fluoreszenzimmunoassays mit zeitaufgelGster
MeBtechnik und zur Entwicklung von fluoreszenten Alter-
nativen zum RIA mit héherer Empfindlichkeit!® ¢61. Die Ver-
wendung von Europiumtrisdiketonaten wurde von Wieder!’®
bereits 1978 vorgeschlagen und von anderen Arbeitsgruppen
weiterentwickelt[68,
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Die Chelatkomplexe von Europium(in), Terbium(ir), Sama-
rium(in) und Dysprosium(ni) zeichnen sich durch einzigartige
Fluoreszenzeigenschaften aus (vgl. T in Schema 13 und Tabel-
le 1). AulBer extrem langen Lebensdauern von ca. 1 ps bis zu
1 ms, einer sehr groBen Stokesschen Verschiebung (> 200 nm)
und scharfen Emissionslinien erméglichen die Komplexe eine
hohe Nachweisempfindlichkeit (<10~ 1% molL~!)!% 6] Der
Grund fiir die beobachtete Lebensdauer liegt im Anregungs-/
Emissionsmechanismus. Nach Anregung des Liganden in den
S,-Zustand und intersystem crossing in ein energetisch passen-
des Triplettniveau des Liganden erfolgt ein effektiver Energie-
transfer in Resonanzniveaus des Metall-Tons, aus denen dann
die fiir Metall-Tonen typische scharfe Emission erfolgt!®: 6+ 691,

Die Fluoreszenzeigenschaften der Chelate von Seltenen Er-
den alleine machen jedoch noch keinen leistungsfihigen Marker
fiir Immunoassays aus. Wesentlich ist eine, auch in wéiBrigen
Pufferldsungen stabile Bindung an Antigene und Antikorper.
Wegen ihrer hohen Stabilitit und Wasserldslichkeit werden fiir
die meisten Anwendungen Polyaminopolycarboxylatchelate,
meist Derivate der Ethylendiamintetraessigsdure (edta) oder
Diethylentriaminpentaessigsiure, eingesetzt. Beschrieben wur-
de die Verwendung von Diazo- und Isothiocyanatophenylethy-
lendiamintriacetat zur Koordination von Europium(ur) und
Terbium(m)!®® 7°1. Zur Markierung wurden ebenfalls Mischun-
gen von Ethylendiamintriessigsduren, Terbium(m) und 5-Sul-
fosalicylsaure!” 71, Mischungen eines edta-Derivats, Euro-
pium(m) und eines f-Diketons!” 721 sowie Diethylentriamin-
tetraessigsdurederivate mit verschiedenen dreiwertigen Lan-
thanoiden!”® 6- 7%- 731 yerwendet (Schema 14).

0. _cH i
Y oo K 1
HO N N N ﬁ
| | | OH
HOYCHZ Ho\[(CH2 HO\n/CHz OH
0 0 0
AP CH—CH,  CH—CH CH——@X
YRR
HOH (I)H HO (l:H HO (IJH
0 2 \[( 2 \Ir 2 X = -NH
hid 2
0 0 0 NCS

Schema 14. Liganden zur Koordination von Lanthanoid-Ionen.

Da manche der sehr stabilen Lanthanoid-Chelatkomplexe
mit diesen Liganden nicht fluoreszieren, mul} vor der Detektion
noch ein Dissoziationsschritt durchgefilhrt werdenl’*l. Dazu
wird nach Beendigung der Immunreaktion und der Wasch-
schritte einc sogenannte Enhancement-Losung zugegeben, die
zur Dissoziation des Chelatkomplexes und zur Bildung von
fluoreszenten Komplexen fiihrt [System DELFIA (Dissoziation
Enhanced Lanthanide Fluorescence Immuno-Assay)]. Ge-
bréduchlich sind die 1,3-Diketone f-Naphthoyl- und Pivaloyltri-
fluoraceton.

Die Verwendung von Chelatkomplexen der dreiwertigen
Lanthanoid-lIonen erméglichte durch Anwendung zeitaufgeld-
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ster Meftechnik nicht nur die Entwicklung hochempfindlicher
Immunoassays, sondern auch die Simultanbestimmung mehre-
rer Parameter, da die Eu'™-, Tb"-, Sm'’- und Dy™-Komplexe bei
deutlich unterschiedlichen Wellenzahlen emittieren und andere
Fluoreszenzlebensdauern haben. Mehrere Zweifachbestimmun-
gen wurden beschrieben!”® 7%, wobei Eull-/Tb™-Chelate!?®!
und Eu™-/Sm"-Komplexe!”" als Markerpaare zum FEinsatz ka-
men. Bei den Simultanbestimmungen von je zwei Parametern
wurde das Dissoziations-/Verstirkungs-Prinzip genutzt. Die si-
multane Bestimmung von mehr als zwei Lanthanoidmarkern
mit hochster Sensitivitdt ist jedoch mit den einfachen Verstér-
kungslésungen nicht méglich.

Das Interesse an simultanen Multianalytbestimmungen
nimmt zul”8) denn mit den genannten vier Lanthanoid-lonen
und speziell entwickelten Verstirkungsiosungen, sogenannten
Cofluorescence-based enhancement solutions (CFES)!7%),
konnten vier Parameter gleichzeitig durch zeitaufgeloste Fluo-
reszenzmessungen bestimmt werden!’3l. Die Verstirkungslo-
sungen bestanden dabei aus einem Anteil, der Pivaloyltrifluor-
aceton und Y™ enthélt und die Dissoziation bewirkt, sowie einem
Anteil mit 1,10-Phenanthrolin, der die Fluoreszenz verstirkt.
Europium(iu)- und Terbium(m)-Chelate mit makrobicyclischen
Liganden, die «,»'-Bipyridin- oder 1,10-Phenanthrolineinheiten
enthielten, wurden bereits friiher als effiziente Luminophore,
die als molekulare Lichtwandler fungieren, beschrieben!”4,

5.1.5. Fluoreszenzenergictransfer

Bei der Verwendung von Fluoreszenzmarkern fiir Immunoas-
says wurde bereits das Prinzip der Fluoreszenzpolarisation er-
wihnt, das die Entwicklung homogener Immunoassays ermdg-
licht. Ein weiteres Verfahren, bei dem keine Trennung der freien
markierten Molekiile von den Immunkomplexen notwendig ist,
nutzt den Fluoreszenzenergietransfer!s® 8%, Dabei findet durch
Dipol-Dipol-Kopplung eine Energieiibertragung von einem
elektronisch angeregten Fluorophor (Donor) auf einen nahe
benachbarten Acceptorfarbstoff (Quencher) statt. Nach For-
ster®®?1ist die Effizienz der Energieiibertragung indirekt propor-
tional zur 6. Potenz des Abstands. Mit der Theorie von Forster
konnen beispielsweise Abstandsmessungen in Molekiilen erfol-
gen!®2] und fiir einen effizienten Energietransfer diirfen die Ab-
stinde nicht gréBer als 10 nm sein. Diese Bedingung ist in vielen
Antigen-Antikdrper-Komplexen erfiillt. Ist beispiclsweise das
Antigen mit dem Donor und die spezifischen Antikdrper mit
dem Acceptor markiert, so erfolgt im Immunkomplex Lo-
schung der Fluoreszenz (des Donors). Bei Vorliegen einer Mi-
schung aus markiertem und unmarkiertem Antigen, steigt das
Fluoreszenzsignal mit der Menge an zu bestimmendem unmar-
kierten Analyten.

An die Fluoreszenzmarker (Donoren), die in Energietransfer-
Immunoassays verwendet werden sollen, sind die gleichen An-
forderungen zu stellen wie die fiir Fluoreszenzmarker bereits
genannten. Auflerdem muB das Donor-Acceptor-Paar so ge-
wihlt werden, dall das Emissionsspektrum des Donors und das
Absorptionsspektrum des Acceptors gut iiberlappen. Anfangs
wurde die Verwendung des Donor-Acceptor-Paars Fluoresce-
inisothiocyanat/Tetramethylrhodaminisothiocyanat beschrie-
ben!®®. Da bei homogener Immunoassay-Durchfiihrung die
Storeinfliisse durch Untergrundsignale wie Serumeigenfluores-
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zenz besonders grof} sind, haben allerdings die Standardmarker
wie Fluoresceinisothiocyanat, Umbelliferone oder Dansylchlo-
rid nur geringere Bedeutung. Bei letzterem ist zusitzlich die
hohe Empfindlichkeit fiir Umgebungseinfliisse nachteilig. Das
gleiche gilt fiir Rhodamine wie Tetramethylrhodamin. Wegen
hoherer Absorptions- und Emissionswellenzahlen sind Phycobi-
liproteine und Lanthanoidchelate als Donoren besser geeignet.
Mit letzteren ist besonders in Kombination mit zeitaufgelosten
Messungen die Entwicklung sensitiver Fluoreszenzen-
ergietransfer-Immunoassays moglich. Auch substituierte Fluo-
resceine mit Absorptions- und Emissionswellenldngen grofer
500 nm (Schema 15) fanden Verwendung als Donoren!®-33!,
Die Energieacceptoren (Quencher-Marker) sollten im Idealfall
folgende Vorraussetzungen erfiillen!®°*: a) hoher Extinktions-
koeffizient bei den Emissionswellenldngen des Donors; b) keine
Fluoreszenz bei Anregung im Absorptionsmaximum des Do-
nors; c¢) gute Wasserloslichkeit, damit Mehrfachmarkierungen
mit dem Quencher moglich sind (effektiverer Ldscheffekt);
d) moglichst geringe Umgebungseinfliisse auf das Absorptions-
spektrum. Da hidufig verwendete Acceptoren wie Tetrame-
thylrhodamine diese Anforderungen nicht erfiillen, wurden
neue, nicht fluoreszente Fluoresceinderivate beschrieben, die
mit den Donoren in Schema 15 effektive Paare bilden!3% 841,

R=H;4 (abs.) = 510 nm
max

R=Cl A max (abs.) = 550 nm

COLH

Schema 15. Fluoresceinderivate fiir Fluorcszenzenergietransfer-Anwendungen;
D = Donormolekiile, A = Acceptormolekiile.

Die Fluoreszenzmarkierung und das Prinzip des Fluoreszenz-
energietransfers finden in letzter Zeit auch Anwendung bei der
Entwicklung von Biosensoren!®!. Die Detektion kann dabei
auf der Loschung der Emission des Donors, auf der neuen Emis-
sion des Acceptors oder auf dem Verhiltnis beider Emissions-
wellenldngen beruhen. Ein Biosensor-Prinzip basierend auf
Langmuir-Blodgett-Filmen und Fluoreszenzenergietransfer
unter Verwendung eines Cumarinderivats als Donor und
Tetramethylrhodamin als Acceptor wurde kiirzlich beschrie-
ben!8¢1,
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5.2. Chemilumineszenzmarkierung

Als wesentlicher Unterschied im Vergleich zu Fluoreszenz-
markern entfillt bei der Verwendung von chemilumineszenten
Detektionssystemen die Einstrahlung des Anregungslichtes.
Dadurch werden, besonders beim Arbeiten mit Serum, die Pro-
bleme mit hohen Untergrundsignalen, die hauptverantwortlich
fiir die begrenzte Sensitivitdt vieler Methoden mit Fluoreszenz-
detektion sind, vermieden. Allerdings kdnnen bei manchen Che-
milumineszenzmarkern komplexe Systeme aus Oxidationsrea-
gentien, Additiven zur Signalverstirkung und Katalysatoren
ebenfalls zu einem unakzeptabel hohen Untergrundsignal fith-
ren, was natiirlich die Empfindlichkeit negativ beeinfluft®!,
Zur Chemilumineszenzdetektion in Analysensystemen, die vor
allem in der medizinischen Diagnostik Verwendung finden, wer-
den hauptséchlich Verbindungen aus folgenden Substanzklas-
sen eingesetzt?® 19715 17: T yciferine in Kombination mit
den entsprechenden Luciferasen, cyclische Arylhydrazide, Acri-
diniumderivate, stabile Dioxetane und Oxalsdurederivate.

5.2.1. Biolumineszenz

Das Luciferin/ Luciferase-System des nordamerikanischen
Leuchtkdfers

FEines der bekanntesten und am meisten untersuchten natfirli-
chen Leuchtsysteme ,,arbeitet” im nordamerikanischen Leucht-
kédfer (Firefly, Photinus Pyralis). Obwohl bereits seit mehr als 30
Jahren der Biolumineszenzmechanismus untersucht wird, und
das Benzothiazolderivat Luciferin bereits Anfang der sechziger
Jahre strukturell aufgeklidrt und synthetisch zuginglich wurde,
sind noch nicht alle Einzelheiten der Biolumineszenzreaktion
gekldrt. Da die genaue Darstellung aller Einzelheiten dieses wie
auch anderer Biolumineszenzsysteme den Rahmen dieses Auf-
satzes sprengen wiirde, soll nur der letzte Kenntnisstand kurz
wiedergegeben werden.

Wie schon lange vermutet®®* ™ und Ende der siebziger Jahre
weitgehend gesichert wurde!®®°], katalysiert die spezifische Luci-
ferase des Leuchtkifers in Gegenwart von ATP und Magnesium-
Tonen die Oxidation des Luciferins (Schema 16). Zunichst wird
ein Komplex aus der Acyl-AMP-Verbindung des Luciferins und
der Luciferase gebildet. In Gegenwart von Sauerstoff erfolgt die
Oxidation zum angeregten Oxyluciferin, das unter Emission ei-
nes Photons in den Grundzustand iibergeht! % 8%99 1n vivo
wird die gelbgriine Emission (4,,,, = 565 nm) des Dianions, in
vitro in Abhédngigkeit vom pH-Wert zusitzlich noch eine
rote Emission des Monoanions (4., = 615nm) beobach-
tet!880.90.91 " Dje Oxidation verlduft vermutlich {iber ein
Dioxetanont-37-921 das nach Decarboxylierung angeregtes
Oxyluciferin liefert.

Inwieweit das hdufig formulierte Dioxetanon tatsichlich als
Intermediat oder aber eher als Ubergangszustand durchlaufen
wird, ist, dhnlich wie bei anderen lumineszenten Systemen, nach
wie vor ungeklirt. Anstelle der Dioxetanon-Intermediate bei
der Oxidation von Luciferinen, Acridiniumcarbonsiurederiva-
ten und Oxalsdureestern kann auch die direkte Bildung angereg-
ter Produkte durch Ladungstransfer beim Zerfall von Peroxid-
zwischenstufen angenommen werden!®?!, Die mechanistischen
Betrachtungen kénnen in diesem Rahmen nicht weiter vertieft

1108

Luciferase
2+ | -PP
ATP /Mg

HO S N Luciferase
T
N s HSCoA
- AMP
+0y |- 2H* 1 AMP +0y |-HSCoA
*
- N O

S

Schema 16. Chemie der Lichtreaktion des Leuchtkidfers; PP = Pyrophosphat,
ATP = Adenosintriphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, CoASH = Co-
enzym A.

werden. Interessierte Leser seien auf die Literatur verwie-
Sen[l].. 87,92, 93].

Insgesamt betrachtet schien die Lichtreaktion des Leuchtka-
fers aufgekldrt. Doch in den letzten Jahren bestétigte sich die
bereits Ende der fiinfziger Jahre geduBerte Vermutung'®*], daB3
auch das Coenzym A eine Rolle in der Lichtreaktion
spielt®% 251, Der Zusatz des Coenzyms diirfte die Einsatzmog-
lichkeiten des Firefly-Luciferin/Luciferase-Systems in nachster
Zeit weiter verbessern, da die Intensitdt und die Dauer der Licht-
emission erhoht werden konnen. Einschriankend fiir Anwen-
dungen war bisher neben der begrenzten Hydrolysestabilitit des
Luciferins und der Empfindlichkeit der Luciferase vor allem die
mangelnde Verfiigbarkeit des Enzyms, das aus Leuchtkéifern
extrahiert wurde. Inzwischen hat sich die Situation grundlegend
gedndert, da die Photinus-Pyralis-Luciferase, ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 62 kD, mit gentechnologischen
Methoden in Bakterien, z.B. E. coli, exprimiert werden
kann!!?-8%:96.971 Dyie Verfiigbarkeit von gentechnologisch her-
gestellter Luciferase und synthetischem Luciferin lassen fir die-
ses System, das mit einer Quantenausbeute von 0.88 Einstein
pro mol das effizienteste aller bekannten Bio- und Chemilumi-
neszenzsysteme ist, eine breitere Anwendung als bisher er-
warten.

In den letzten 30 Jahren wurden im wesentlichen drei Syn-
thesewege zum Aufbau von Firefty-Luciferin beschrieben, die
alle iiber die Schliisselverbindung 6-Methoxybenzothiazol-2-
carbonitril (Schema 17) verlaufen!®-*8. Die Routen unter-
scheiden sich im Aufbau des Intermediats. Kiirzlich wurde eine
neue Synthese publiziert!®®)) in der 6-Methoxybenzothiazol-2-
carbonitril in einer Stufe aus dem kommerziell erhiltlichen 2-

Angew. Chem. 1994, 106, 1097-1126
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Schema 17. Schliisselschritte der Synthese des Firefly-Luciferins. H3C N /N °
NH
H,yC N
Ve °0
Amino-6-methoxybenzothiazol durch Sandmeyer-Cyanierung 0" H
erhalten wird (Schema 17). Der weitere Aufbau von Luciferin \C/——(CHQ) —CH,
folgte den bereits bekannten Wegen: Die Spaltung des Methyl- Ho” n |

ethers und die Kondensation mit D-Cystein lieferten das End-
produkt. In Lit.!"®! sind auch die fritheren Synthesen zusam-
mengefalit.

Die dlteste und bisher wichtigste Anwendung des Firefly-Lu-
ciferin/Luciferase-Systems leitet sich aus der ATP-Abhdngigkeit
der Biolumineszenzreaktion ab. Durch diese Abhdngigkeit
kann mit diesem System eine empfindliche ATP-Bestimmung
durchgefithrt werden. ATP-Assays!!®? sind vor allem zum
Screening auf Mikroorganismen in der klinischen Mikrobiolo-
gie, im Hygiene- und im Nahrungsmittelbereich von Interes-
selt%) Eine neuere Anwendung mit stark zunehmender Bedeu-
tung ist die Nutzung des Firefly-Luciferase-Gens als Reporter-
gen fitr die Quantifizierung der Genexpression in Zellen!®%-102],
wobei die Messung der Lichtemission nach Luciferinzugabe er-
folgt.

Weitere Anwendungsmdglichkeiten bietet die Nutzung von
Luciferinderivaten!!®%, die selbst keine Substrate der Luciferase
sind, als Substrate in Enzymimmunoassays. Nach Freisetzung
von Luciferin 1dBt sich in Gegenwart von Luciferase die Licht-
emission bestimmen!!®3!. Dabei konnen Derivate, die an der
phenolischen Hydroxygruppe funktionalisiert sind, wie b-Luci-
ferin-O-sulfat und -O-phosphat, durch Sulfatasen bzw. Phos-
phatasen gespalten werden. Erfolgt die Funktionalisierung von
Luciferin an der Carboxygruppe, beschrieben wurden der Me-
thylester sowie Phenylalanin- und Argininamid, dann erfolgt die
Freisetzung von Luciferin durch Carboxyesterasen bzw. Car-
boxypeptidasen['©3!. Das Luciferin-O-phosphat als Substrat fiir
alkalische Phosphatase ermdglicht im Vergleich zum chromoge-
nen Substrat p-Nitrophenylphosphat eine 60fach héhere Emp-
findlichkeit!!31, Auch D-Luciferin-p-D-galactopyranosid als
Substrat fiir B-Galactosidase wurde beschrieben!!®4,

Bakterielle Luciferinderivate/ Luciferasen

In Leuchtbakterien wie Photobakterium fischeri und Photo-
bakterium phosphoreum erfolgt die Lichterzeugung durch
Oxidation langkettiger Aldehyde in Gegenwart von reduziertem
Flavinmononucleotid (FMNH,), Oxidoreduktase und bakte-
rieller Luciferase(*3-%%-97- 1951 Als Intermediat wird ein Peroxid
aus Fettsdurealdehyd und dem Flavinbaustein angenommen
(Schema 18). Die Lichtemission erfolgt je nach Baktertum im
blaugriinen bis gelben Bereich des Spektrums mit Quantenaus-
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Schema 18. Bakterielle Leuchtsysteme.

beuten bis zu 0.3. Emitter ist vermutlich ein Hydroxyderivat
von FMNIMG151051 n vitro wird blaues Licht (4., =
492 nm)*3- 1959 emittiert. Wie die Firefly-Luciferase, sind auch
manche Bakterienluciferasen gentechnologisch zuginglich!7.

Die Biolumineszenz bakterieller Luciferasen kann prinzipiell
zur Bestimmung aller Komponenten, die an der Lumineszenzre-
aktion beteiligt sind, d.h. NADH, NADPH, FMN, FMNH,,
langkettiger Aldehyde und Sauerstoff, genutzt werden!?3%.,
Dabei ist die Moglichkeit, die Konzentration des duflerst insta-
bilen FMNH, zu bestimmen, theoretisch. Die Nutzung bakte-
rieller Luciferasen ist noch recht wenig verbreitet. Eine gewisse
Bedeutung kommt der biolumineszenten Erfassung von lang-
kettigen Aldehyden! %! und der Sauerstoffbestimmung im Spu-
renbereich!*?>*! zu. Ein weiteres Anwendungsfeld findet sich in
homogenen DNA-Hybridisierungsassays'* > 1°71. Als Beispiel
soll auf ein System zur biolumineszenten Bestimmung von Pa-
pillomviren hingewiesen werden!*°”),

Luciferinderivate mit Imidazolopyrazinbaustein
und Photoproteine

Biolumineszenz tritt besonders hdufig in Meereslebewesen
wie Krebsen, Quallen, Muscheln, Schwimmen, Pilzen und vie-
len Fischen aufl®®2%1%8 Die Luciferine des Muschelkrebses
Cypridina hilgendorfii, des Meeresstiefmiitterchens Renilla reni-
Jformis und der Qualle Aequorea aequorea sind strukturell ver-
wandt (Schema 19), was auf gemeinsame Biosynthesewege
schlieBen 14B8t'"°**). Zym Lumineszenzmechanismus wird eine
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Schema 19. Struktur einiger Imidazolopyrazin-Luciferinderivatc und Skizzierung
des Peroxylactonmechanismus.

katalysierte Oxygenierung mit anschlieBendem Ringschluf3 zu
einem a-Peroxylacton angenommen. Diese Zwischenstufe zer-
fallt unter Bildung des Emitters und Kohlendioxid (Schema 19).
Zu weiteren mechanistischen Interpretationen sei auf die bereits
bei der Diskussion des Lumineszenzmechanismus des Leucht-
kéfers erwdhnte Spezialliteratur verwiesen.

Besonderes Interesse fand in den letzten Jahren das Photo-
protein Aequorin, das bereits 1962 aus der Qualle Aequorea
victoria erhalten wurde!!°%1, Es besteht aus einem Komplex von
Apoaequorin, Coelenterazin (vgl. Schema 19) und molekularem
Sauerstoff. Die Zugabe von Calcium- oder Strontium-lionen
zum Komplex bewirkt die Auslosung der Lichtemission!!!%2],
Man nimmt an, daf durch die Bindung der Calcium-Ionen an
das Protein der Zerfall des bereits vorgebildeten oxygenierten
Chromophors eingeleitet wird. Eine zusitzliche Luciferase ist
nicht erforderlich. Als Emitter wird das proteingebundene
Anion des Chromophors postuliert'*°%, Das funktionsfihige
Photoprotein wird durch Inkubation des Apoproteins mit dem
Coelenterazin in Gegenwart von Sauerstoff, Ethylendiamin-
tetraacetat und Mercaptoethanol regeneriert!! %9, Inzwischen
ist das Apoprotein durch Expression in E. coli zuginglich!***1,
Die Synthese des Coclenterazins wurde bereits vor lingerer Zeit
beschrieben!''**™ und auch iiber den Aufbau ciniger Verbin-
dungen mit modifizierter Struktur wurde berichtet!!!2<], Die
Synthesesequenz ist in Schema 20 zusammengefal3t.

Aequorin kann nach Biotinylierung als biolumineszenter
Marker verwendet werden. Die Ausldésung der Lichtemission
erfolgt durch Zugabe von Calciumchlorid-Losung, Der Marker
kann noch im attomol-Bereich nachgewiesen werden. Dieser
Marker erméglichte beispielsweise die Entwicklung eines hoch-
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Schema 20. Synthesesequenz zum Aufbau von Coclenterazinen. R = CH,, C H,,
(CH),CHs (n =1-3), CH,C,H,OH.

empfindlichen Assays zur Salmonellenbestimmung. In der Sen-
sitivitdt zeigte sich dieser Test anderen ELISA-Tests (siche Ab-
schnitt 3.1.2), auch solchen mit alkalischer Phosphatase als
Marker und dem chemilumineszenten Dioxetan AMPPD als
Substrat, deutlich iiberlegen!!*3* ™, Auch die Verwendung von
Aequorin in der DNA- und Proteindiagnostik**%! und zur Be-
stimmung von Serumglycoproteinen wurde beschrieben!! 39,

5.2.2. Cyclische Arylhydrazide

Bereits 1928 wurde die Chemilumineszenz von Luminol-
(3-Aminophthalsiurehydrazid) in Form der Emission blauen
Lichts bei der Oxidation mit alkalischer Losung von Hexa-
cyanoferrat(i) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid beobach-
tet!"1*, Luminol und die Verbindungsklasse der Carbonsiure-
hydrazide sind seitdem intensiv untersucht worden. Eine Viel-
zahl von Reagentien und Katalysatoren sind fiir die Oxida-
tionen von Luminol und seinen Derivaten verwendbar. In orga-
nischen, aprotischen Lésungsmitteln kann die Chemilumines-
zenzreaktion durch Sauerstoff in Gegenwart einer starken Base
ausgeldst werden. In wiBrigen Losungen wird meist Wasser-
stoffperoxid in Gegenwart von Katalysatoren wie Peroxidasen,
Hamin, Cobalt(in)-salzen verwendet! %31, Besonders haufig wird
Meerrettichperoxidase (HRP)/H,O, eingesetzt.

Im Laufe der Zeit wurden unterschiedliche Reaktionsmecha-
nismen diskutiert'™***), Ein vereinfachter Reaktionsmechanis-
mus, der nur fiir Einelektronenoxidationsmittel, die das freie
Luminolradikal liefern, gilt, ist in Schema 21 wiedergegeben.
Nach einer neueren Zusammenfassung!*>! empfiehlt sich die
Unterteilung in die Bildung der Schlisselzwischenstufe, eines
a-Hydroxyhydroperoxids, und dessen Zerfall zum angeregten
Emitter. Wihrend die Bildung des Hydroperoxids stark von den
genauen Reaktionsbedingungen abhidngt, wird der Zerfall des
Schliisselintermediats nur vom pH-Wert beeinflufit. Als Emitter
wird bei diesen Bedingungen das Monoanion der Aminophthal-
sdure angeschen. Mit anderen Reagentien, z.B. DMSO/Base,
fungiert das Dianion der Aminophthalsdure als Emitter. Als
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Schema 21. Vereinfachter Mechanismus der Chemilumineszenzreaktion von
Phthalsiurchydraziden, Ox = Oxidationsmittel, das freie Luminolradikale liefert,
z.B. HRP. R = 3-NH,: Luminol; R = 4-NH,: Isoluminol. Da die Regiochemie der
meisten Prozesse unklar ist, bleibt die Position des Restes R offen. a = dunkel.

Zwischenstufen in anderen mechanistischen Vorschldgen treten
Azachinone, Endoperoxide und andere peroxidische Zwischen-
stufen auft*13®

Eine der altesten Anwendungen von Luminol, die auch heute
noch Bedeutung hat, ist der forensische Blutnachweis!*'¢!; die
Verwendung von Luminol als Substrat fiir Peroxidasen in En-
zymimmunoassays wurde bereits erwdhnt. Zum Aufbau von
Markern zur chemilumineszenten Direktmarkicrung werden
Kupplungsgruppen bendtigt. Die Untersuchung der Chemilu-
mineszenzeigenschaften von Luminol- und Tsoluminolderi-
vaten!'! " hatte ergeben, daB Isoluminol nur ca. 10% der Quan-
tenausbeute von Luminol zeigt. Da aber die Chemilumineszenz-
quantenausbeute von Luminol deutlich sink(l23 371151171
wenn die priméire 3-Aminogruppe substituiert wird, so werden
fiir Arylhydrazidmarker in der Regel Isoluminolderivate, die
beziiglich der Substitution an der Aminogruppe unempfindlich
sind oder die noch vorteilhafteren Naphthalindicarbonsiure-
hydrazide, die héhere Lichtausbeuten liefern!*!- 117"} verwen-
det. Der erste Marker auf Luminolbasis, Diazoluminol!!!®],
wies die geschilderten Nachteile auf, und die Quantenausbeute
sank auf 1% der des Luminols. Wesentliche Verbesserungen
brachten Isoluminolderivate, bei denen die Kupplungsgruppe
iiber die Aminofunktion eingefiihrt wurde!'!”"), Die Struktur
und die Synthese einiger wichtiger Arylhyrazidmarker ist in
Schema 22 zusammengefalit. Als Edukt diente 4-Amino-N-
methylphthalsdureimid, das sukzessive mit N-(Bromalkyl)-

Angew. Chem. 1994, (06, 1097 - 1126

phthaisdureimiden und Diethylsuifat alkyliert wurde. Die an-
schlieBende Hydrazinolyse des Bisphthalsdureimids lieferte die
hiufig eingesetzten Phthalsdurehydrazidmarker ABEI und
AHEI (N-Aminobutyl- bzw. N-Aminohexyl-N-ethylisolumi-
nol), die als Kupplungsgruppe eine Aminofunktion enthalten.
Ahnlich wurde der Phthalsiurehydrazidmarker ABENH (N-
Aminobutyl-N-ethylnaphthylhydrazid) erhalten. Als Edukt
diente 7-Amino-1,2-naphthalindicarbonsiuredimethylester!!!7®],
Derivate dieser drei Marker sind auch mit anderen Reaktiv-
gruppen (Isothiocyanat, N-Hydroxysuccinimidester) bekannt.
Die Umwandlung von AHEI zu einem Derivat mit N-Hy-
droxysuccinimidreaktivester wurde bereits in Schema 3 gezeigt.

0
HoN
N-CHjg o
0
O — N—(cHy) —R
n
o N-CH
\ 3
Br—(CHg) —N o
n 1) EL,S0,
0
2) HyN-NH,
HoN —(CHa)y ~ Et o
l (o]
o) N
s NH
ABENH ‘ HoN —(CHa) |
NH NH

‘ }
NH ABEl: n=4 (Y

(o] AHEl:n=6
Schema 22. Synthese und Struktur einiger Arylhydrazidmarker.

Arylhydrazidmarker werden nach wie vor haufig in Immu-
noassays zur Chemilumineszenzmarkierung kleiner und grofer
Molekiile eingesetzt' 19!, Ein erheblicher Nachteil sind die deut-
lichen Verluste in der Lumineszenzquantenausbeute des Mar-
kers nach der Konjugation. Des weiteren sind diese Marker
storanfillig, da viele Komponenten die Lumineszenzreaktion
katalysieren. Die Reagentien zur Lichtauslosung fithren zusatz-
lich zu einem hohen Untergrundsignal, wodurch die Empfind-
lichkeit verringert wird 25

5.2.3. Acridiniumverbindungen

Bereits 1935 wurde iiber die Chemilumineszenz von Lucige-
nin [9,9-Bis(N-methylacridiniumnitrat), Schema 23] berich-

CH -
[ 3 NOj

N+

‘e

g
cLo o

-

NY

| -
CH, NO3

Schema 23. Beispiele chemilumineszenter Acridiniumverbindungen und Acridane;
Z = Abgangsgruppe.
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tet!'2°1 Erst rund 30 Jahre spiiter folgten Studien zu anderen
chemilumineszenten Acridiniumverbindungen. Im einzelnen
handelte es sich um Acridinium-9-carbonsdurechlorid-Hydro-
chlorid™2",  10-Methylacridinium-9-carbonsiurechlorid!'2!!
und 10-Methylacridinium-9-carbonitrilnitrat!*22), Heute sind
Acridinium-9-carbonsiurederivate und Acridane mit die am be-
sten untersuchten chemilumineszenten Verbindungen. Zur Che-
milumineszenz von Acridiniumcarbonsiurederivaten wird
auber Wasserstoffperoxid und Base kein weiteres Reagens be-
notigt. Mit Arylestern kénnen Quantenausbeuten bis ca.
0.05 erzielt werden!''!; noch etwas hoher sind die mit Acridan-
arylestern erreichbaren Lichtausbeuten. Letztere zeigen effizien-
te Chemilumineszenz nach Behandeln mit einer Base in Gegen-
wart von Sauerstoff!!23!, Im folgenden wird nur noch auf die
fiir die Entwicklung von Lumineszenzmarkern wichtigeren
Acridiniumcarbonsdurederivate naher eingegangen. Der Me-
chanismus ihrer Chemilumineszenz, der in Schema 24 darge-
stellt ist, kann als weitestgehend geklirt betrachtet werden.

<I:Hs HO  'H \
N -CO,
O ‘ -Hy0 -
HO (o]
OOH

Schema 24. Chemilumineszenzmechanismus und Pseudo-Base-Gleichgewicht von Acridinium-9-car-

bonsdurederivaten; DP = Dunkelprozesse, LR = Lichtreaktion.

Zunichst erfolgt die Addition von Wasserstoffperoxid an die
elektrophile C9-Position der Acridiniumeinheit. Im Falle von
Arylestern — die Abgangsgruppe Z steht dann fiir Phenolat —
konnten die entsprechenden Hydroperoxide isoliert und cha-
rakterisiert werden! 23!, Nach Zugabe von Hydroxid erfolgt
spontane Chemilumineszenz, meist in Form eines kurzen, inten-
siven Lichtblitzes. Hiufig wird als Intermediat ein Dioxetanon
formuliert, das zu Kohlendioxid und elektronisch angeregtem
N-Methylacridon, dem Emitter, zerfillt. Der Ubergang in den
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Grundzustand erfolgt durch Emission eines Photons mit einer
Wellenldnge von ca. 430 nm. Nach neueren Arbeiten!®3"! soll
jedoch kein Dioxetanon als diskrete Zwischenstufe auftreten.
Das Endprodukt der Lichtreaktion, N-Methylacridon, entsteht
auch noch auf anderen Wegen in Dunkelreaktionen. Wichtige
Voraussetzung fir den Dunkelabbau ist das altbekannte!! 24,
pH-abhiéngige Pseudo-Base-Gleichgewicht von Acridiniumver-
bindungen!'?°]. Die Reaktionen, die am Beispiel des Phenyl-
esters in einem FluBsystem genauer studiert wurden!'?¢!, sind in
Schema 24 integriert. Es wird unmittelbar deutlich, dafl sowohl
die Licht- als auch die Dunkelreaktion unter anderem von den
Eigenschaften der Abgangsgruppe Z abhingen. Andere wichti-
ge Faktoren sind natiirlich die Peroxidkonzentration und der
pH-Wert!!2¢-127] McCapra et al. zeigten, daB fiir eine effektive
Chemilumineszenz der pK-Wert der konjugierten Saure der Ab-
gangsgruppe kleiner 12 — dem pK-Wert von Wasserstoffperoxid
- sein solltet!°®), Da ein guter Marker neben einer hohen Che-
milumineszenzausbeute auch eine hohe Stabilitdt im markierten
Reagens aufweisen sollte, gleicht die Auffindung
gecigneter Verbindungen einer Gratwanderung,
die nur mit einem KompromiB beziiglich Lichtaus-
beute und Stabilitit enden kann,

Uber erste Versuche, Acridinium-9-carbonséiu-
reester als Marker in Immunoassays zu nutzen,
wurde Anfang der achtziger Jahre berichtet. Dabei
wurde versucht, Arylester, die freie Carboxygrup-
pen enthielten, nach Aktivierung letzterer an Pro-
teine zu binden. Diese Markierungsversuche hat-
ten nur geringen Erfolg!'?®l. Erst mit einem
N-Methylacridinium - 9 - carbonsdurephenylester,
der am Phenylrest einen Hydroxysuccinimid-
ester als Reaktivgruppe zur Kupplung an Proteine
enthielt, konnten erfolgreich Markierungen durch-
gefiihrt werden!!2¢-12°1 Die Synthese dieses Pro-
totyps eines Chemilumineszenzmarkers auf Basis
von  Acridinium-9-carbonséiurederivaten!?® 126
128-1301 des sogenannten Woodhead-Markers, ist
in Schema 25 zusammengefaft.

Als wichtige Ausgangskomponente flir diesen
und andere anschlieBend zu behandelnde Marker
dient Acridin-9-carbonsdure, deren Synthese in
Schema 26 dargestellt ist. Ein Reaktionsweg geht
von Acridin aus und fiihrt iiber 9-Cyanacridin zur
Carbonsiure!’*!l, Eine andere Herstellungsme-
thode fithrt von Diphenylamin, das mit Oxalyt-
chlorid acyliert und mit Aluminiumtrichlorid zum
N-Phenylisatin cyclisiert wird, zur Acridin-9-car-
bonsdure!!32. Aus substituierten N-Arylisatinen
wurde auch die Synthese substituierter Acridincar-
bonsiuren beschrieben!! 33, die jedoch nur fiir den
KleinstmaBstab geeignet zu sein scheint.

Da der genannte Acridiniumestzermarker fiir die Entwicklung
kommerzieller Chemilumineszenzimmunoassays nicht ausrei-
chend stabil warl?*#: 1231 _ durch Hydrolyse der Esterbindung
(vgl. Dunkelabbau in Schema 24) erfolgte in Konjugaten ein zu
schneller Abbau der Aktivitit —, wurde in mehreren Arbeits-
gruppen nach bestindigen Markern auf Acridiniumcarbonsiu-
rebasis gesucht. Eine Lésung wurde in der sterischen Abschir-
mung der Esterbindung und der C9-Position der Acridineinheit,

Angew. Chem. 1994, (06, 1097-1126
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Verbindungskiasse kann durch mafgeschneiderte Struktur-

cr-
. N
0 fn O 0 : O variationen viel besser gezielt EinfluB auf das Eigenschaftsspek-
o X trum genommen werden als bei Acridiniumestermarkern. Bei-
Ho‘@‘\_{ o™ 0 0,@_\_40 spielsweise kann durch die Einfithrung geeigneter Substituenten
o]

e — der wichtige Parameter Wasserloslichkeit deutlich verbessert wer-
@J 0 den™?®*- %3 [n Schema 27 ist die Synthese von N-Methyl-
@J acridinium-9-( N-sulfonyl)carbonsiureamid-Markem zusammen-
gefafit.
° Auch das Hydrolyseverhalten und die Emissionskinetik kon-
1) HBIHOAC | 2) HO-N' }/DCC nen in gewissen Grenzen variiert werden!!#*- 1431, Obwohl Pheno-
CHy rop - le und Sulfonamide dhnliche pK-Werte haben, sind Marker mit
l. 3 0 letzteren meistens wesentlich stabiler. Dies diirfte auf eine Kombi-
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Schema 25. Synthese eines Acridinivmester-Markers. n 3
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Schema 26. Syntheseméoglichkeiten fiir Acridin-9-carbonséure. /N 1) CICO,E/ NEty
~ I
ﬁ 0
.B. durch Meth n in 2,6-Position d rylrin efun-
zB[fl;] ylgruppe ‘ .,6' ositio es1§ ylrings, g ! o] N—S (CH—COH 2 HO-N DCC
den . Auch andere Acridinium-9-carbonsiure-(2,6-substi- g
tuierte)arylester wurden beschriebent! #61. Dabei kann die Reak- ) R! o)
tivgruppe auch iiber einen Spacer am Acridinringsystem ge- R ) 3) FSO,CH,4
bunden sein. Der Vollstindigkeit halber soll nicht unerwihnt R

bleiben, dall auch N-Methylphenanthridinium-6-carbonsiure-
arylester als Chemilumineszenzmarker beschrieben wur-
den[136, 137].

Andere Forschungsgruppen versuchten, durch Variation der
Abgangsgruppen der Acridiniumcarbonsdurederivate verbes-
serte Eigenschaften im Vergleich zu denen der Arylester zu errei-
chen. Thiolester brachten zwar Fortschritte in puncto Lichtaus-
beute, nicht jedoch bei der Hydrolysestabilitit!!3®8! Deutlich
erh6hte Stabilitét bei gleichzeitig sehr guten Chemilumineszenz-
quantenausbeuten wurde mit N-Sulfonylamid-Anionen anstelle
von Phenoxid als Abgangsgruppen erzielt!!33~ 1411 Bej dieser Schema 27. Synthese von Actidinium-9-(N-sulfonyl)carboxamid-Markern.

Angew. Chem. 1994, 106, 1097 -1126
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O-Bindung erhéhte Bindungsordnung der C-N-Bindung ange-
nommen, was auch aus den Frequenzen der Carbonylstreck-
schwingung im IR-Spektrum sichtbar wird[143},

Marker auf Basis von Acridinium-9-carbonsiureestern
und Acridinium-9-(N-sulfonyl)carbonsdureamiden finden in-
zwischen breiten Einsatz in kommerziellen Immunoas-
saysl3119¢-1441 (siehe Abschnitt 6). Fiir andere Acridiniumde-
rivate wurden bisher nur wenige mogliche Anwendungen
beschrieben. Beispielsweise kann Lucigenin in micellaren Che-
milumineszenzassays zur Bestimmung von Reduktionsmitteln
(Ascorbinsdure, Harnsdure, Glucose, Fructose) eingesetzt wer-
den!'#%1. Die Micellen sind notwendig, um die Léslichkeit von
Lucigenin zu verbessern.

5.2.4. Dioxetane

Dioxetane waren lange eher eine Laborkuriositit. An einen
Einsatz der meist dulBerst instabilen Verbindungen in Reagen-
tien fiir Diagnostika war nicht zu denken. Erst nachdem das
aufgrund sterischer Abschirmung duBerst stabile Adamantyli-
denadamantan-1,2-dioxetan!!*% bekannt war (W. Adam et al_,
1972), kam die Entwicklung von Dioxetanmarkern in Gang.
Die Lichtemission konnte bei den stabilen Dioxetanen des ge-
nannten Typs, die bei Raumtemperatur Halbwertszeiten grofler
20 Jahren aufweisen, nur thermisch ausgeldst werden. Bei der
Thermolyse entstehen zwei Molekiile Adamanton zum Teil im
S,- und zum Teil im 7;-Zustand (Schema 28). Prinzipiell kann

07 :0:

""HIJ_L\\\\“"

Schema 28. Vercinfachte Darstellung des Zerfalls von Dioxetanen.

die Spaltung nach einem Diradikal- oder einem konzertierten
Mechanismus erfolgen™®7!, Der schrittweise Weg unter Homoly-
se der O-O-Bindung und Bildung eines Diradikals wurde fiir den
Zerfall der stabilen Dioxetane vorgeschlagen!*”. Die Licht-
emission erfolgt bei der Desaktivierung der S, -angeregten Spe-
zies. Anders ist der Zerfallsmechanismus von Dioxetanen, die,
neben der sterischen Stabilisierung durch nur einen Adamanty!-
rest, noch einen Substituenten mit niedrigem Oxidationspoten-
tial, meist Aryloxy, enthalten. Bei diesem Zerfallsweg wird der
Bruch der O-O-Bindung durch einen Elektronentransfer von
der oxidierbaren Gruppe ins antibindende Orbital der Peroxid-
bindung ausgelost (CIEEL-Mechanismus, chemically initiated
electron exchange uminescence)®2¢ 1481551 Dieser Mecha-
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nismus wird fiir die bereits in Abschnitt 4 genannten Dioxetane
diskutiert, die als Substrate fir Enzymmarker Verwendung fin-
den.

Funktionalisierte Adamantylidenadamantane, die eine tiber
einen Spacer gebundene Reaktivgruppe enthalten, wurden als
Marker fiir thermochemilumineszente Immunoassays beschrie-
ben1%%) (Hummelen et al., 1986). Die Synthese eines solchen
Markers ist in Schema 29 wiedergegeben. Als Edukt dient Ada-
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Schema 29. Synthese eines thermochemilumineszenten Dioxetanmarkers. DMF =
Dimethylformamid.

mantylidenadamantan, das in zwei Stufen aus Adamantanon
zuginglich ist!!*7}, Tm letzten Syntheseschritt, der sensibilisier-
ten {Methylenblau) Photooxygenierung, entsteht ein Gemisch
(ca. 1:1) zweier Dioxetanisomere, die in dieser Form fiir Mar-
kierungsexperimente verwendet wurden. Die Gesamtausbeute
der sicbenstufigen Synthesesequenz, ausgehend von Adaman-
tanon, betrigt 50%. Die Auslosung der Lumineszenz erfolgt
durch kurzzeitiges Erhitzen der auf Aluminiumoxid adsorbier-
ten Probe auf 240 °C. Ein Mef3gerdt fiir Thermochemilumines-
zenz wurde ebenfalls beschrieben!'*®), Da die Effizienz der
direkten Chemilumineszenz von Adamantylidenadaman-
tan-1,2-dioxetan mit 1 x 10~* (6 x 10*° Photonen pro mol)**8
nur ca. 1% der von Luminol bei optimalen Bedingungen be-
trigt, ist eine Erhohung durch Energietransfer auf einen guten
Fluoreszenzfarbstoff notwendig. Beschrieben wurden Rinderse-
rumalbuminkonjugate mit dem Dioxetanmarker und 9,10-Di-
phenylanthracen, die wiederum als Marker in Fluoreszenz-ver-
stirkten Thermochemilumineszenz-Immunoassays [FATIMA

Angew. Chem. 1994, 106, 1097 -1126
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{fluorecence amplified rhermochemiluminescence /mmunoas-
say)] eingesetzt wurden. Erste Assays, z.B. fir den Tumor-
marker CEA, wurden zwar beschrieben, doch erscheint das
Prinzip der Thermochemilumineszenz insgesamt fiir breitere
kommerzielle Anwendungen zu aufwendig. Es setzte die Suche
nach Modellverbindungen fiir thermisch etwas instabilere Di-
oxetanmarker, die bereits bei ca. 150°C aktivierbar sind,
ein!* %1, Beispielsweise zerfilit 9-Xanthenylidenadamantan be-
reits bei ca. 100 °C (Hummelen et al. 1988). Das dabei emittierte
Licht entspricht der Emission von Adamanton. Andere enzyma-
tisch und chemisch triggerbare Monoadamantyldioxetanderi-
vate der Xanthen-, Naphthalin- und Phenylreihe, die am olefini-
schen Edukt einen Methoxysubstituenten zur Erleichterung der
Dioxetansynthese enthalten, wurden kurz vorher beschrieben
(Schaap et al., 1987)1#7¢ 4741 K yrz danach wurde das bereits in
Abschnitt 4 erwdhnte AMPPD beschrieben. Im Gegensatz zum
oben erwidhnten thermischen Zerfall ist der Emitter beim
CIEEL-Zerfall von Adamantylidenaryloxy-1,2-dioxetanen, der
enzymatisch oder chemisch ausgelost werden kann (vgl. Sche-
ma 10), zum gréBten Teil angeregtes Aryloxy-Anion.
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2 Ho NN 0NN
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o o
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imidazol / DMF iAIH, / THE
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Schema 30. Chemisch triggerbare Dioxetanmarker zar chemilumineszenten Direkt-
markierung. Sensitox = polymerfixiertes Rosebengal.
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Somit haben sich in weniger als zwanzig Jahren seit der Ent-
deckung der stabilen Dioxetane die Laborkuriosititen zu welt-
weit in der immunologischen und biochemischen Analytik ein-
gesetzten Derivaten entwickelt. Das Ende der Weiterent-
wicklung ist aber noch nicht erreicht. Waren bis vor kurzem die
enzymatisch oder chemisch triggerbaren 1,2-Dioxetane nicht als
klassische Marker mit einer Reaktivgruppe zur Kupplung an zu
markierende Molekiile bekannt, so wurden kirzlich auch solche
Dioxetanmarker zur Direktmarkierung vorgestellt!!* #7p. 1601
Die Synthese eines ausgewihlten Markers ist in Schema 30 skiz-
ziert. Neben der gezeigten Silyloxygruppe als spaltbare Einheit
zur Lumineszenzausldosung kénnen auch andere Substituenten
eingesetzt werden, z.B. Phosphat- und Galactosylgruppen. Als
Reaktivgruppen kommen neben dem gezeigten Hydroxysuccin-
imidester auch die anderen gingigen Reaktivgruppen in Frage.
Beschrieben wurden auch Marker mit einem Biotinanker!7?!
und solche, die zur Markierung von Proteinen und Antikérpern
eingesetzt wurden™7?, Weitere Anwendungen dieser relativ
neuen Marker sind bisher noch nicht bekannt, lassen jedoch
schon aufgrund der hohen Quantenausbeuten (0.20-0.25 in
DMSO)!* vermutlich nicht lange auf sich warten.

Zum Abschlull des Abschnitts iiber Dioxetane sei noch eine
neue Klasse relativ stabiler Dioxetane erwihnt, die dhnliche
Quantenausbeuten wie die frither beschriebenen Enzymsubstra-
te liefert (bis 4 x 10~ %). Dabei handelt es sich um phenylsubsti-
tuierte Benzofuran-1,2-dioxetane!** 221, Die in Schema 31 ge-

o} .

Schema 31. Struktur und Zerfall eines Benzofurandioxetans.

zeigte acetoxysubstituierte Verbindung zerfillt vermutlich ba-
seninduziert nach dem CIEEL-Mechanismus. Bei analogen si-
loxysubstituierten Verbindungen kann der Zerfall, wie bei den
dhnlichen Adamantylverbindungen, mit Fluorid-Tonen getrig-
gert werden[®2f],

5.2.5. Oxalsdurederivate

Oxalsiurederivate wie Oxalylchlorid!!®!: 2] bestimmte
Oxalsiureanhydride! ®31, Diarylester! 4! ynd Oxamide!* ¢! ge-
héren zu den synthetischen Molekiilen mit der héchsten Chemi-
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lumineszenzquantenausbeute, die bis zu 0.5 betragen kann!'11,
Die starke Lumineszenz wird in Gegenwart von Fluoreszenz-
farbstoffen bei der Oxidation der Oxalsdurederivate mit Wasser-
stoffperoxid beobachtet, Trotz intensiver Studien ist der Mecha-
nismus der Peroxyoxalat-Chemilumineszenz nicht in allen
Einzelheiten gekldrt. Hiaufig wurde als energiereiche Zwischen-
stufe, die aus dem Oxalsidurederivat durch Reaktion mit Wasser-
stoffperoxid entsteht, Dioxetandion formuliert (Schema 32).

H202 energiereiche E
____.__—’

Zwischenstufe (F = Fluorescer)

X = OAr, NR,

2C0, + F* —» F + v

Auswahl postulierter energiereicher Zwischensiufen:

OH O O O 00 0O 0
[ i Il {| Ul
ArO—(II—C-—OAr HOOC~—~C—C-0OAr AO—C-C-—-0—0—-C—C—OAr

OOH
) OH OH OH o) o
o = A
0—0 0—0 0—o0 0——0
(o) O 0]

L.
o=<: Mo

Q,
(o]
O

Schema 32. Mechanismus der Chemilumineszenz von Oxalsiurederivaten.

Dieses hochgespannte Intermediat entsteht aber nach den Er-
gebnissen neuerer Arbeiten nicht®3"!; eine Vielzahl von mogli-
chen Intermediaten ist in Schema 32 gezeigt!!* 166191 Wie
bereits bei anderen mechanistischen Diskussionen, werden auch
hier Reaktionswege mit Elektronen- und Energietransfer disku-
tiert!#!. Letztendlich wird entweder angeregtes Kohlendioxid
gebildet, das durch Energietransfer den Fluoreszenzfarbstoff
anregt, oder es entsteht ein Charge-Transfer-Komplex, der zu
CO, und einem Fluoreszenzfarbstoffmolekiil im angeregten Zu-
stand zerfallt. Die Lumineszenz dieser Systeme ist relativ lange
andauernd und die Emissionsfarbe durch die Wahl des Farb-
stoffes einstellbar. Die bekannteste Anwendung ist die der
Cyalume-Lichtstibe* 7],

Fiir die Entwicklung von Lumineszenzmarkern fiir diagnosti-
sche Zwecke kommen Oxalsdureester oder Oxamide nicht in
Betracht, da die Loslichkeit der Oxalate und der Fluoreszenz-
farbstoffe organische Losungsmittel erfordert. In wéBrigen Lo-
sungen werden die Verbindungen schnell hydrolysiert!*!l. Je-
doch finden Oxalate Verwendung in Chemilumineszenzdetek-
toren bei der HPLC- oder Flow-Injections-Analyse!!4 1711 Ent-
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sprechende Systeme ermdéglichen unter anderem die Analytik
von Umweltschadstoffen, Arzneimitteln, Aminosauren, Fett-
sduren, Aminen mit Nachweisempfindlichkeiten bis in den
Attomol-Bereich. Ein weiterer interessanter Anwendungsbe-
reich der Ozxalatchemilumineszenz in der Diagnostik ist die
quantitative Oxalsdurebestimmung im Urin mit einem Nach-
weisbereich bis 10 nmol L™ !. Dazu wird die vorhandene Oxal-
sdure mit Carbodiimid in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
und einem Fluoreszenzfarbstoff umgesetzt. Die gemessene Licht-
emission ist der Oxalsdurekonzentration proportionall? 721731,
Auch die Bestimmung von Porphyrinen im Urin ist nach dieser
Methode méglich. Dazu wird kein Fluoreszenzfarbstoff bend-
tigt, sondern die Porphyrine wirken selbst als Sensibilisator*74!,

5.2.6. Elektrochemilumineszenz

Die Auslosung von Chemilumineszenz durch elektrochemi-
sche Prozesse ist zwar schon lange bekannt, hat aber erst in den
letzten Jahren praktische Bedeutung erlangt!”*1, Eine wesentli-
che Rolle spielen dabei elektrochemisch erzeugte Radikale. Na-
her untersucht wurde die elektrochemische Anregung von Lu-
minol/Wasserstoffperoxid-Gemischen!! 7!, Lumineszenz wird
bei Potentialen groBer 0.5 V beobachtet und bis zu Potentialen
von 0.7 V wird ein dhnlicher Mechanismus wie in Schema 21
dargestellt angenommen. Elektrochemisch erzeugtes Diazachi-
non reagiert mit Wasserstoffperoxid. Bei hoheren Potentialen
(1.2 V) wird die Reaktion wesentlich komplexer, da Oxidations-
prozesse der Aminogruppe von Luminol auftreten!7¢!. Ein
elektrochemischer Detektor, der auf diesem System basiert,
kann zur Bestimmung von Wasserstoffperoxid eingesetzt wer-
den!'7¢1,

Auch Acridiniumverbindungen wurden elektrochemisch un-
tersucht!' 77!, Wihrend Lucigenin zundchst bei —0.3 V redu-
ziert wird und die Weiterreaktion des Radikals zur Lumineszenz
fithrt, zeigen Acridiniumester im Bereich +1 V bis —1 V keine
Aktivitdt. Allerdings kann die Lumineszenzreaktion der
Acridiniumester durch elektrochemisch aus Sauerstoff erzeug-
tes Wasserstoffperoxid initiiert werden. Dieses Prinzip ermdg-
licht die Entwicklung von Detektoren fiir markierte Analyte, die
ohne zusitzliche Reagentien auskommen. Mit dem friiher be-
schriebenen ersten Acridiniumester-Label markiertes Lysin
konnte mit einer Nachweisgrenze von 10 fmol detektiert wer-
den77,

Die Chemilumineszenz von Ruthenium(iin)-Chelatkomplexen
ist bereits linger bekannt!! 78 7% ebenso die elektrochemi-
sche Lumineszenzgenerierung aus Trisbipyridinruthenium(in)-
Chelaten*7®%, Aber erst kiirzlich wurde die Markierung von
Haptenen, Proteinen und Nucleinsduren mit Ruthenium{(u)-
Chelaten beschrieben!'’?2. Der Rutheniumkomplex, der in
Schema 33 dargestellt ist, verfiigt iiber einen Hydroxysuccin-
imidestersubstituenten als Reaktivgruppe. Als Vorteile des Mar-
kers wird die hohe Stabilitdt, das relativ geringe Molekularge-
wicht, die hohe Wasserloslichkeit und die hohe Empfindlichkeit
— die Nachweisgrenze des Markers liegt bei 200 fmol L™! — an-
gefiihrt. Mehrfachmarkierungen von Proteinen und Oligo-
nucleotiden sind moglich, ohne die Immunreaktivitit, Loslich-
keit oder Hybridisierungsfahigkeit des Konjugats negativ zu be-
einflussen. Bei der elektrochemischen Reaktion wird zundchst
(Ru(bpy),]** (bpy = Bipyridin) an der Elektrodenoberfliche zu
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Schema 33. Struktur eines elektrochemilumineszenten Markers auf Basis eines
Tris(bipyridin)ruthenium-Chelates.

fRu(bpy),)** oxidiert. Gleichzeitig wird in groBem UberschuB
vorhandenes Tripropylamin (TPA) ebenfalls zu einem Radikal-
kation TPA'* oxidiert, das spontan ein Proton abspaltet. Bei
der Reaktion des starken Oxidationsmittels [Ru(bpy),]** mit
dem Radikal TPA®, einem starken Reduktionsmittel, entsteht
der Komplex [Ru(bpy);]? ™~ im elektronisch angeregten Zustand,
der durch Emission eines Photons von 620 nm in den Grundzu-
stand ibergeht. Der Ruthenium(i)-Komplex kann wieder in
den KreisprozeB eintreten, was eine automatische Signal-
verstirkung bewirkt.

Neben einem Elektrochemilumineszenzanalysator™7?® wur-
den auch Immunoassays? 7% und Gensondentests!! 792 8% mj¢
dem inzwischen kommerziell erhiltlichen Rutheniummarker
beschrieben. Fiir eine Beurteilung der Eignung der Elektroche-
milumineszenzdetektion in der diagnostischen Praxis reichen
die verfigbaren Daten noch nicht aus.

6. Anwendungen
6.1. Immunoassays

6.1.1. Einleitung

Als Yalow und Berson im Jahre 1959 den ersten Radioimmu-
noassay zur In-vitro-Bestimmung von Insulin entwickelten!!,
ahnten sie mit Sicherheit nicht, daB ihre Bestimmungsmethode
in dieser oder in abgewandelter Form heute das bedeutendste
analytische Instrument der medizinischen In-vitro-Diagnostik
sein wiirde. Kaum noch zu iiberschauen ist die Vielzahl der
Substanzen, deren Konzentrationen heute in den klinischen La-
bors mit Immunoassays routinemafig bestimmt werden. In Ta-
belle 2 ist ein Teil dieser Analyte, geordnet nach Indikationsge-
bieten, aufgelistet.

Ihren Erfolg verdanken die immunologischen Bestim-
mungsmethoden in erster Linie ihrer hohen Spezifitdt und Sensi-
tivitdt: Antikoérper, die in den Immunoassays als Nachweis-
reagentien eingesetzt werden, sind in der Lage, geringste Struk-
turunterschiede auf molekularer Ebene zu erkennen (viel zitier-
tes Schlissel-SchloB-Prinzip): Beispielsweise bindet ein gegen
das Schilddriisenhormon Thyroxin erzeugter Antikoérper dieses
mit hoher Affinitdt (die fiblichen Gleichgewichtskonstanten lie-
gen in der GroBenordnung von 10'°-10'? Lmol ™), wihrend
der Antikorper das sich nur um ein Iodatom unterscheidende
Triiodthyronin nicht erkennt (Schema 34).

Angew. Chem, 1994, 106, 1097-1126

Tabelle 2. Analyte einiger Indikationsgebiete, die routinemidBig mit Immuno-

assays bestimmt werden.

Schilddriisenerkrankungen

TSH (Thyreoidea stimulierendes Hormon,
Thyrotropin)

T 3 (Triiodthyronin}

FT 3 (nicht an Bindungsproteine gebunde-
nes T3)

T4 (Tetraiodthyronin, Thyroxin)

FT4 (nicht an Bindungsproteine gebunde-
nes T4)

TBG (Thyroxin bindendes Globulin)

Tg (Thyreoglobulin)

Anti-Tg (Autoantikorper gegen Tg)

TPO (Thyreoidale Peroxidase)

Anti-TPO (Autoantikorper gegen TPO)
TRAK (Autoantikorper gegen den TSH-
Rezeptor)

Tumorverlaufskontrolle

AFP (a,-Fetoprotein)

CA 50 (CA = Cancer Antigen)

CA 125

CA 153

CA 199

CA 72-4

CA 754

Calcitonin

CEA (Carcinoembryonales Antigen)
Cyfra 21-1

Ferritin

HCG (Humanes Choriongonadotropin)
B,-Mikroglobulin

NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule)
NSE (Neuronenspezifische Enolase)
Osteocalcin

PAP (prostatic acid phosphatase)
Prolactin

PSA (Prostata-spezifisches Antigen)
SCC (squamous cell carcinoma antigen)
TATI (Tumor-ussociated trypsin inhibitor)
Tg (Thyreoglobulin)

TPA (tissue polypeptide antigen)

Schwangerschaft

AFP (a,-Fetoprotein)

Estriol

HCG (Humanes Choriongonadotropin)
Progesteron

Sexualfurnktionen

FSH (Follikelstimulierendes Hormon,
Follitropin)

LH (Luteinisierungshormon, Lutropin)
Progesteron

172-OH-Progesteron

Prolactin

Testosteron

Gastrointestinaltrak!
Calcitonin

C-Peptid

Gastrin

Insulin
Anti-Insulin-Antikorper
Pepsinogen

Trypsin

Trypsin neonatal
Vitamin D

Hypertonie und Nephrologie
Aldosteron

Androstendion

Angiotensin I (Renin)

Cortisol

DHEA (Dehydroepiandrosteron)
172-OH-Progesteron

Cardiologie
Digoxin
Myoglobin

Bindegewebserkrankungen
Laminin

NC1 (N-terminales Collagen 1)
PIIP (Procollagen-1IT-Peptid)
7S5-Collagen

Infektionskrankheiten
HBsAg (Hepatitis B surface
antigen)

HSV-Antigene

p24-Antigen (HIV-Aatigen)
Rotavirus-Antigene
Antikorper gegen:

— FSME-Virus

- HBsAg

-HIV1

~HIV2

- HSV

- Masernvirus

— Rotavirus

— Rubellavirus

— Toxoplasma gondii

- Varicella Zoster

Entzindungsprozesse
o,-Antitrypsin

CRP (C-reaktives Protein)
o,-Makroglobulin

a,-saures Glycoprotein (Oroso-
mukoid)

Aufgrund dieser beeindruckenden Spezifitat lassen sich nahe-

zu alle Substanzen mit einem Molekulargewicht gréBer ca.
100 D selbst in so kompliziert zusammengesetzten Flilssigkeiten
wie Serum ohne vorherige Abtrennung dhnlicher Stoffe exakt
ermitteln. Moderne Marker kénnen noch bis in den attomola-
ren Bereich (1 amol =107'® mol) aufgespiirt werden, so daB

mit markierten Anti-
X I -
HO—D—O\—Q—CHZ—(‘I—N Hy
| |

weisenden Substanzen
bis in den femtomola-
ren Bereich (1 fmol =
10" 15 mol) exakt zu
quantifizieren sind. Ei-
ne aktuelle Auflistung
von fast 500 Literatur-

e X

korpern die nachzu-
CO,H

Schema 34. Struktur der Schilddrisenhor-
mone T3 (X =H; 3,3,5-Triiod-L-thyronin)
und T4 (X =1; 3,3,5,5-Tetraiod-L-thyronin,
L-Thyroxin).
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stellen findet sich unter dem Titel ,,Bioluminescence and Chemi-
luminescence Literature — Immunoassays and Blotting Assays*
von Q. Nozaki et al.['81,

6.1.2. Einteilung

Immunoassys lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen.

Gruppe I — kompetitive Immunoassays mit Analyttracer:
Hierbei handelt es sich um Assays, in denen ein spezifisch
gegen die zu bestimmende Substanz gerichteter Antikorper und
ein den Marker tragendes Analytderivat (Analytderivattracer,
meist kurz Analyttracer genannt) die Nachweisreagentien sind.
Der Analyttracer darf durch seine Strukturunterschiede in be-
zug auf den Analyten (die unter Umstdnden nur im Vorhanden-
sein des Markers bestehen) nicht soweit verdndert sein, daB er
vom AntikSrper nicht mehr erkannt wird. Ferner handelt es sich
um kompetitive Assays, d.h. in einer Gleichgewichtsreaktion
konkurrieren Analyt und Analyttracer um die im Unterschull
vorliegenden Bindungsstellen der Antikorper (Abb. 3a). Je ge-

o b
e :
_<+<J o : i :
‘_' | ‘ ' 1
N -+ e
d |
c |
o X+4 t
1 ¢+ j
N+ I _—
f
LAy t
]
\
~- I/ =

Abb. 3. Prinzip der drei wichtigsien Immunoassay-Methoden (links) mit den dazu-
gehorenden Standardkurven (rechts). Links: blau = Antikdrper, griin = Analyt
(offen) bzw. Analytderivat (geschlossen), rot = Label. Rechts: ¢ = Analyt-
konzentration, P = unbekannte Probe, S = Signal, das vom Antikdrper-Analyt-
tracer-Komplex (a,b), vom Antikdrpertracer-Analytderivat-Komplex (c,d) bzw.
vom Sandwichkomplex (e, f) abgegeben wird. Die hier und im folgenden gewihlte
schematische Darstellung eines Antikorpers beriicksichtigt nicht die Existenz meh-
rerer (im Falle der Antikdrperklasse 1gG: zwei) Bindungsstellen.

nnger die Konzentration des Analyts in der zu untersuchenden
Probe ist, umso mehr Antikdrper-Analyttracer-Komplexe kon-
nen sich bilden. Mit Hilfe einer Eichkurve, erstellt mit Proben
bekannter Analytkonzentrationen, 146t sich die Analytkonzen-
tration einer unbekannten Probe exakt ermitteln (Abb. 3b).
Wie aus Abbildung 3a ersichtlich ist, erfordert die selektive
Messung des vom Antikdrper-Analyttracer-Komplex ausge-
sandten Signals eine vorherige Abtrennung des frei vorliegen-
den Analyttracers. Derartige Trennmethoden werden in Ab-
schnitt 6.1.3 behandelt.
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Gruppe IT — kompetitive Immunoassays mit Antikorpertracer:
Wie in Gruppe 1 handelt es sich auch hier um ein kompetitives
Verfahren. Der einzige Unterschied besteht darin, daB von den
beiden Nachweisreagentien (Antikorper, Analytderivat) nicht
das Analytderivat, sondern der Antikérper markiert ist (der
dann als Antikérpertracer oder Tracerantikérper bezeichnet
wird). Wie aus Abbildung 3 c ersichtlich, korreliert auch hier die
zu bestimmende Konzentration des Analyten mit der
Konzentration des AntikSrpertracer-Analytderivat-Komplexes
(Abb. 3d). Zu der auch hier notwendigen Trennung der beiden
markierten Komplexe siche Abschnitt 6.1.3.

Gruppe I - Sandwichassays:

An die Stelle des Analytderivats bei den kompetitiven Assays
tritt hier als Nachweisreagens ein zweiter Antikorper. Der Mar-
ker befindet sich an einem der beiden Antikérper. Beide Anti-
kérper binden am Analyten an verschiedenen Stellen (Epitopen)
und bilden so mit diesem einen Sandwichkomplex. Beide Anti-
korper werden hier im UberschuB eingesetzt, um damit das
Gleichgewicht auf die Seite des Sandwichkomplexes zu verschie-
ben (Abb. 3e). Die ginstige Gleichgewichtslage aufgrund der
ReagensiiberschuBauslegung dieses Assayprinzips fithrt zu einer
deutlich héheren Nachweisempfindlichkeit. Wahrend beispiels-
weise mit einem kompetitiven Assay zur Bestimmung des
Schilddriisenhormons Thyrotropin eine Analytkonzentration
von ca. 1-2 fmolmL ! nachweisbar ist, liegt die untere Nach-
weisgrenze im Falle eines vergleichbaren Sandwichassays bei ca.
0.1-0.2 fmolmL~!. Die Sandwichstrategie erlangte ihren
Durchbruch mit der Mdglichkeit, einheitliche Antikérper in rei-
ner Form und in quasi beliebiger Menge zu gewinnen (monoklo-
nale Antikérper, Nobelpreis 1984 fiir Kohler und Mil-
stein)“ 82, 183].

Der nahezu einzige Nachteil liegt in der eingeschrink-
ten Anwendbarkeit dieses Assayprinzips: kleine Analyte
(M < ca. 5 kD) scheiden aus, da aus sterischen Griinden nicht
gieichzeitig zwei Antikdrper an sie binden konnen. Falls es sich
beim Analyten um einen Antikérper handelt (vgl. Auflistung in
Abschnitt 6.1.1; Indikation: Infektionskrankheiten), so wird
der Sandwichassay in leicht modifizierter Form angewendet:
Anstelle eines der beiden Nachweisantikérper tritt dann das
Antigen, also z.B. ein Viruspartikel, gegen das der nachzuwei-
sende Antikdrper gerichtet ist. Der sich bildende Sandwichkom-
plex besteht in diesem Falle aus Antigen, Analytantikdrper und
Nachweisantikérper. Dabei bindet das Antigen entsprechend
seiner komplementiren Struktur an die Erkennungsregion des
Analytantikorpers und ist somit fiir die Spezifitit des Nachwei-
ses verantwortlich. Im Falle des Nachweisantikorpers reicht es
aus, wenn dieser gegen das Strukturelement des Analytantikdr-
pers gerichtet ist, das bei allen Antikorpern der gleichen Tierspe-
zies (hier des Menschen) einheitlich ist (Fc-Teil). Letzteres setzt
natiirlich voraus, daB die im Blut des Patienten vorhandenen
Antikdrper, die gegen vollig andere Antigene gerichtet sind,
nicht einen bedeutsamen Anteil des Nachweisantikdrpers
,abfangen*. In der Praxis konnen derartige Komplikationen
jedoch durch Wahl einer entsprechend hohen Konzentration des
Nachweisantikorpers oder durch eine sogenannte Zwei-Schritt-
Durchfiihrung des Assays leicht umgangen werden. Die auch
hier vor der Messung erforderliche Trennung von Sandwich-
komplex und iiberschiissigem Tracer wird in Abschnitt 6.1.3 be-
handelt.

Angew. Chem. 1994, 106, 10971126
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Auf die einzelnen Varianten innerhalb dieser Gruppen (kalte
und heifle Vorinkubation, Ein-Schritt- und Zwei-Schritt-Durch-
fithrung, Doppelantikdrpermethode), sowie auf Immunoas-
says, die ohne Tracer arbeiten!!®4, kann hier nicht eingegangen
werden.

Begriffsdefinitionen

In kaum einem anderen Bereich herrscht ein derartiges Wirr-
warr an Begriffen und Abkiirzungen wie auf dem Gebiet der
Immunoassays. Der wohl bekannteste Ausdruck ist der Radio-
immunoassay (RIA). Leider wird er hiufig tiir zwei verschiede-
ne Sachverhalte verwendet. Zum einen steht er fiir die kompeti-
tiven Immunoassays mit radioaktivem Analyttracer, also fiir
den in Gruppe I beschriebenen Assaytyp, zum anderen wird er
auch hiufig als Oberbegriff fiir simtliche Immunoassays mit
radioaktivem Marker verwendet. Gleiches gilt fiir den Enzym-
immunoassay (EIA), den Fluoreszenzimmunoassay (FIA) und
den Lumineszenz- und Chemilumineszenzimmunoassay (LIA
bzw. CIA), die sich vom RIA nur in der Art des Markers unter-
scheiden. Eine dhnliche Mehrdeutigkeit liegt beim sehr hdufig
verwendeten Akronym ELISA (enzyme-/inked immunosorbent
assay) vor. Es wird von einigen Autoren fiir die Reagensiiber-
schuBassays (Gruppe 111} mit Enzymmarker reserviert, von an-
deren ganz allgemein fiir sdmtliche Immunoassays mit Enzym-
marker verwendet.

So wie XIA (RIA, EIA, FIA, LIA, CIA) im engeren Sinne
Assays der Gruppe I bezeichnet, hat Gruppe II kein allgemein
akzeptiertes Kiirzel. Jedoch findet man hier sehr hiufig den
Ausdruck SPALT (solid phase antigen /Juminescence technique).
Er beschreibt einen Assay der Gruppe Il mit luminogenem Mar-
ker, bei dem eine ganz bestimmte, aber sehr hdufig eingesetzte
Technik zur Abtrennung des iiberschiissigen Antikérpertracers
eingesetzt wird (siche Abschnitt 6.1.3).

Ein Synonym fiir den Sandwichassay (Gruppe III) ist der
Ausdruck 2-site IXMA; er steht fiir Immuno-x.. .metrischer
Assay (Beispiel: IRMA: Immunoradiometrischer Assay;
ILMA: Immunoluminometrischer Assay). Die Bezeichnung
immunometrisch will zum Ausdruck bringen, daf es sich im
Gegensatz zu den kompetitiven Assays um einen Reagensiiber-
schuBlassay handelt. Leider ist auch hier die Bezeichnung nicht
einheitlich. So wird die Gruppe II trotz ihres kompetitiven Cha-
rakters von einigen Autoren mit dem Ausdruck 1-site IXMA
belegt. Streng genommen handelt es sich jedoch beim 1-site IX-
MA um einen sehr seltenen Assaytyp, der zwar die gleichen
Nachweisreagentien benutzt wie Gruppe II (Analytderivat und
Antikorpertracer), den Antikdrpertracer jedoch im Uberschul3
einsetzt und nicht den Komplex aus Analytderivat und Antikér-
pertracer mil}t, sondern den Komplex aus Analyt und Antikor-
pertracer.

6.1.3. Trennmethoden

Wie bereits erwdhnt, erfordert die selektive Messung des mar-
kierten Immunkomplexes eine vorherige Abtrennung des frei
vorliegenden Analyttracers (im Falle der Gruppe I), des nicht
am Analytderival gebundenen Antikorpertracers (Gruppe I1)
oder des frei vorliegenden Antikorpertracers (Gruppe I1I).

Die ersten Trennmethoden beinhalteten noch recht aufwen-
dige Arbeitsschritte, z.B. chromatographische oder elektropho-
retische Verfahren. Wesentlich handhabungsfreundlicher, aber
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aus heutiger Sicht ebenfalls antiquiert erweisen sich die Metho-
den, bei denen der Immunkomplex durch Zusatz von Salzen
oder organischen Ldsungsmitteln ausgefallt oder freier Analyt-
tracer durch Zugabe von Aktivkohle oder Ionenaustauscher-
harz adsorbiert wird. Der hierbei noch erforderliche Zentrifuga-
tionsschritt macht diese Methoden heute nicht mehr konkur-
renzfahig.

Die modernen Verfahren bedienen sich meist einer Festphase.
Im einfachsten Falle handelt es sich dabei um Kunststoffrohr-
chen, deren Innenwand bereits mit einem der Nachweisreagen-
tien beschichtet ist (coated tubes). Diese Rohrchen dienen
gleichzeitig als Reaktionsgefil} fiir die immunologische Nach-
weisreaktion. Die Trennung unmittelbar vor der Messung redu-
ziert sich hier auf ein AusgieBen oder Absaugen der Reaktions-
16sung (Abb. 4).

50 uL Probe 500 uL Tracer

wasche

schiittein

" LLE N
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100 uL Probe 200 pL Trace:

»

o

Abb. 4. Beispicle zur Durchfihrung kommerzieller Immunoassays auf Coated-
tube-Basis: RIA-gnost T3 {oben), ein R1A und BeriLux T3 (Mitte), ein SPALT-As-
say zur Bestimmung von Triiodthyronin (T3), sowie BeriLux TSH (unten), ein
2-site-ILMA zur Bestimmung des Thyreoidea stimulierenden Hormons (TSH) in
Serum.

Die Beschichtung der Festphase erfolgt im einfachsten Falle
durch direkte Adsorption des Nachweisreagens, indem die Fest-
phase mehrere Stunden mit einer Lésung des Nachweisreagens
in Kontakt gebracht wird. Unter geeigneten Bedingungen ist die
adsorptive Bindung so fest, daB sie durch Waschen der Festpha-
se nicht geldst wird. Die Bindung kann auch iber ein besonders
gut auf der Festphase adsorbierendes Ankerprotein erfolgen, an
das das Nachweisreagens mit difunktionellen Reagentien kova-
lent gebunden wird®*], Hiufig wird auch ein Antikérper an die
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Festphase fixiert, der einen Molekiilteil erkennt, der in allen
Antikdrpern einer anderen Tierspezies vorkommt, beispielswei-
se ein aus Kaninchen gewonnener Antikorper, der gegen den
Fc-Teil von Maus-Antikdrpern gerichtet ist. Auf diese Weise
lassen sich auch Antikérper mit einer Festphase verankern, die
fir eine direkte Adsorption weniger gut geeignet sind. Weitere
derartige universelle Festphasen beruhen auf den hochaffinen
Bindungen zwischen Biotin und Avidin (Streptavidin)!*#
sowie zwischen Fluorescein und Anti-Fluorescein-Antikor-
pern!'3* (Abb. 5).

(Strept-)Avidin Fluorescein

Biotin

_<

Abb. 5. Die Bindung eines Nachweisreagens (hier eines Antikdrpers) an eine Fest-
phase kann mit Hilfe des (Strept-)Avidin/Biotin-Systems erfolgen (links): Der zuvor
biotinylierte Antikdrper wird durch das an der Festphase adsorbierte (Strept)-
Avidin fixiert. Eine dhnliche Verankerungsmethode beruht auf der festen Bindung
zwischen Fluoresceingruppen und gegen sie gerichtete Antikorper (rechts).

Anstelle beschichteter Rohrchen sind auch andere beschich-
tete Festphasen (Kunststoffkiigelchen, Magnetpartikel, Mem-
branen) gebrauchlich. Auch diese kénnen, analog Abbildung 4,
unmittelbar an der Immunreaktion beteiligt sein oder auch nur
eine reine Trennfunktion erfiillen. Im letzteren Fall findet die
Immunreaktion in homogener fliissiger Phase statt (was gewisse
Vorteile hinsichtlich der Reaktionsgeschwindigkeit mit sich
bringt), und die Trennfunktion der Festphase wird erst nach
Ablauf der Reaktion ,eingeschaltet* (Abb. 6).

Bio[un Anrly!
s+ D—<+

(Strept-)Avidin

— h<>-°

Abb. 6. Nach Ablauf der Reaktion zwischen biotinyliertem oder mit FITC markier-
tem Antikdrper, Analyt und Antikorpertracer in flissiger Phase wird die mit
(Strept-)Avidin bzw. Anti-Fluorescein-Antikdrper beschichtete Festphase zugege-
ben und damit der Sandwichkomplex an die Festphase fixiert.

-

Beim OPUS-System!'#3! erfolgt die Trennung von selbst. Die
gesamte Immunreaktion spielt sich in einem Testmodul ab, das
etwa die GroBe von zwei Wiirfelzuckerstiicken hat. Wesentli-
cher Bestandeteil ist ein lichtdurchldssiger Polyesterfilm, auf des-
sen Oberfliche sich drei Agaroseschichten befinden. In der unte-

1120

ren, 1 um dicken Schicht sind Komplexe aus Antikdrper und
fluoreszenzmarkierten Analytderivat eingebettet. Die Serum-
probe wird auf die oberste, 10 pm dicke Schicht aufgetragen.
Die in der Probe enthaltenen Analytmolekiile diffundieren bis in
die unterste Schicht, wo sie — je nach Konzentration — mehr oder
weniger viele Tracermolekiile aus den Antikérperbindungsstel-
len verdrangen. Zusitzliche Reagentien wie wilrige Losungs-
mittel sind hier nicht erforderlich. Wahrend die Antikérper auf-
grund ihrer GréBe nicht in der Lage sind, die untere Schicht zu
verlassen, kdnnen die freigesetzten Tracermolekiile in die beiden
oberen Schichten diffundieren. Die in der untersten Schicht ver-
bliebenen Antikdrper-Tracer-Komplexe werden iiber Fluores-
zenzdetektion quantifiziert. Lichtquelle und Detektor befinden
sich unterhalb des Testmoduls. Die mittlere, 10 pm dicke Agaro-
seschicht wirkt aufgrund ihres Eisenoxidgehaltes als optischer
Filter und verhindert, daB die freigesetzten Tracermolekiile, die
die untere Schicht verlassen haben, mitgemessen werden.
Vollig ohne Trennschritt kommen die reinen homogenen As-
says aus. Grundlage hier ist ein sich durch die Bildung des Im-
munkomplexes verdnderndes Signal. Der erste Assay dieser Art
wurde 1971 von Rubenstein und Ullman vorgestellt!!3%2), Bei
diesem EMIT-Verfahren (enzyme-modulated immunoassay
technology) handelt es sich um einen EIA, bei dem die enzyma-
tische Aktivitit des Enzymlabels durch Bindung an den Anti-
korper gestort wird (Abb. 7). Ein anderes Beispiel eines homo-
genen Assays unter Nutzung des Chemilumineszenzenergie-
transfers zeigt Abbildung 8. Nachteile der auf den ersten Blick

Enzym

Substrat ‘}L

Abb. 7. Beim EMIT-Verfahren verhindert ein am Analyttracer (mit Enzym mar-
kiertes Analytderivat) gebundener Antikérper die katalytische Umsetzung des Sub-
strats (z.B. eines Chromogens) durch das Enzym, z.B. durch sterische Blockade des
katalytischen Zentrums.

Substrat

Beisplel :
@ =Lumlnol,@ =Fluorescein
A;=442 nm A, =510 nm

Abb. 8. Beispiel eines homogenen LIA: Der durch den geringen Abstand beider
Marker L1 und L2 ermdglichte Energietransfer fithrt zur elektronischen Anregung
von L2. Somit korreliert die Intensitit des von L2 emittierten Lichts mit der Analyt-
konzentration.
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besonders eleganten homogenen Assays sind eine geringere
Nachweisempfindlichkeit und eine stirker ausgeprigte Stéran-
falligkeit.

6.2. Gensondentests

Wihrend die Analyte immunologischer Bestimmungs-
methoden letzten Endes Produkte einer genetischen Informa-
tion sind, stellen Nucleinsiuresequenzen die Information selbst
dar. Die qualitative und quantitative Bestimmung auf dieser
ersten Stufe gewinnt zunehmend an Bedeutung.

Die derzeit wichtigste Anwendung ist der Nachweis pathoge-
ner Organismen (Bakterien, Viren)!'87], Ein besonders groBer
Vorteil besteht darin, daf durch die Detektion der Nucleinsédu-
resequenzen nicht nur aktive virale Infektionen erfaBbar sind,
sondern auch latente. So lassen sich beispielsweise Infektionen
mit dem AIDS-Virus bereits in der Inkubationsphase seronega-
tiver Patienten nachweisen. Auch die Kontrolle von Blutkonser-
ven auf HIV, HTLV-I, Hepatitis B etc. ist {iber den Nachweis der
entsprechenden Nucleinsduresequenzen sicherer als mit einem
immunologischen Test.

Eine Reihe von Erbkrankheiten wie Diabetes mellitus, Lesch-
Nyhan-Syndrom, Phenylketonurie und Sichelzell-Andmie las-
sen sich durch das Aufspiiren der mutierten Gene zuverlissig
nachweisen!!®%1 ebenso wie die Aktivierung verschiedener On-
kogene, die an der Entstehung von Tumoren beteiligt sind 8%,
In der Gerichtsmedizin dient der Nachweis von Nucleinsdurese-
quenzen der Aufklidrung von Sexualverbrechen und zum Vater-
schaftstest{!901,

Anders als bei den Immunoassays werden hier keine Antikor-
per als direkte Nachweisreagentien eingesetzt, sondern relativ
kurze, meist synthetische Nucleinsduresequenzen (sogenannte
Gensonden, engl.: gene probes), die komplementédr zu einem
Teilstiick des Analyten (der sogenannten Zielsequenz, engl. : tar-
get) sind (Abb. 9). Diese hybridisieren mit der Zielsequenz, d.h.
sie verbinden sich mit ihr zu einem Doppelstrang, der iiber Was-
serstoffbriickenbindungen zusammengehalten wird.

BRI

Zielsequenz (Einzelstrang)

!
_oueuAEER:

Hybrid (Doppelstrang)

Abb. 9. Die Affinitit zweier Nucleinsiureketten zueinander beruht auf komplemen-
téren Basenpaaren: Adenin (A) bindet an Thymin (T) oder Uracil (U), Cytosin (C)
bindet an Guanin (G). Die Bindung erfolgt iiber Wasserstoffbriicken. Die verwen-
deten Gensonden sind in der Regel 1530 Nucleotide lang.
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Bei dem nach seinem Erfinder benannten Southern-Blot-Ver-
fahren!!®!! wird die DNA, auf der die nachzuweisende Sequenz
vermutet wird, zunédchst mit Restriktionsenzymen in definierte
Bruchstiicke zerschnitten. Diese werden elektrophoretisch ge-
trennt und die Banden vom Elektrophoresegel auf einen geeig-
neten Triger (z.B. Nitrocellulose) transferiert, ohne daB3 dabei
deren relative Lage zueinander verdndert wird. Durch Erhitzen
werden die einzelnen als Doppelstrang vorliegenden DNA-
Fragmente denaturiert, d.h. in ihre Einzelstringe aufgespalten,
um sie somit einer Hybridisierung mit der markierten Sonde
zuginglich zu machen. Der Vorleil dieses Verfahrens besteht
unter anderem darin, dall durch den Einsatz unterschiedlicher
Sonden gleichzeitig mehrere Nucleinsduresequenzen aufgespiirt
werden konnen.

Die Sichtbarmachung der mit den Sonden hybridisierten
Fragmente kann beispielsweise durch Auflegen eines fotogra-
phischen Films geschehen. Die Belichtungszeit hingt dabei
stark von dem verwendeten Marker ab. Bei den friiher fast
ausschlieBlich eingesetzen 32P-Isotopen waren Wartezeiten von
mehreren Wochen keine Seltenheit. Durch den Einsatz moder-
ner luminogener Marker kénnen diese Belichtungszeiten dra-
stisch verkiirzt werden. Ohne fotographischen Film kommen
Methoden aus, die fluoreszierende Marker verwenden. Zudem
bicten sie den Vorteil, durch den gleichzeitigen Einsatz unter-
schiedlicher Marker verschiedenfarbige Lichtsignale empfangen
zu konnen. Dies kann die Unterscheidung sich elektrophore-
tisch #hnlich verhaltender DNA-Fragmente erheblich erleich-
tern.

In Analogie zu den Immunoassays existieren auch entspre-
chende Gensondentests. Das Pendant eines 2-site [XMA%!
zeigt Abbildung 10. Ein Analogon zum kompetitiven Immu-

Zielsequenz

" HTTTTTTTN RN © ©
BIOTII“I

(I ATTTT PR PP

) Gensonde 1 Gensonde 2 (Tracer)

{Strepl JAvidin 1

Abb. 10. Das dem 2-site IXMA entsprechende Pendant auf dem Gensonden-Ge-
biet.

noassay stellt der Strand-Displacement-Assay!'®3 (Abb. 11)
dar. Der einzige prinzipielle Unterschied zu dem in Ab-
schnitt 6.1.2 (Gruppe I) vorgestellten XIA besteht darin, daB die
markierte Gensonde (entspricht dem Analytderivattracer beim
XIA) und die Zielsequenz (Analyt) nicht gleichzeitig um die
festphasengebundene Sonde (entspricht dem Antikérper
beim XIA) konkurrieren, sondern daB dem Tracer ein zeit-
licher Vorsprung gewihrt wird (Prinzip der heilen Vorinkuba-
tion; eine auch beim XIA nicht uniibliche Durchfithrungsva-
riante).
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Abb. 11. Prinzip des Strand-displacement-Assays.

Die Ubertragung von Techniken aus dem Bereich der Immu-
noassays hat auch zu homogenen Gensondentests gefithrt. Bei
den kissing probes (Abb. 12) binden zwei markierte Sonden an
der Zielsequenz so nahe aneinander, daf} ihre Label in Wechsel-
wirkung treten kénnen. Die nur auf diese Weise eintretende
Signalidnderung kann daher als dulerst spezifisch angesehen
werden.

m™mr®

Gensonde 1 +

oy

Gensonde 2

= =LA LLLLLLLLLLEL,
Zielsequenz

l
BN 1 o+ T

Abb. 12. Prinzip der ,.kissing probes”.

Die Eigenschaft der Acridiniumlabel, in einen Nucleinsdure-
doppelstrang zu interkalieren und dadurch vor dem Angriff
nucleophiler Reagentien geschiitzt zu sein, ermdglicht die Un-
terscheidung zwischen einzclstrang- und doppelstranggebun-
denem Marker. Dies macht man sich im hybridization protec-
tion assay (1?4 zunutze.

Ein revolutiondrer Fortschritt in der Empfindlichkeitssteige-
rung der Gensondenteste gelang mit der PCR-Methode (Poly-
merase Chain Reaction)®*!, deren Entwicklung mit der Ver-
leihung des Nobelpreises an K. B. Mullis im Jahre 1993 gewiir-
digt wurde. Die Grundidee ist originell und einfach zugleich.
Wiihrend fast alle Versuche zur Verbesserung der unteren Nach-
weisgrenze auf eine Erhéhung der Signalintensitdt und eine Ver-
ringerung des Untergrundsignals ausgerichtet sind, also den
Tracer im Visier haben, wird bei der PCR-Mcthode die Zielse-
quenz vor ihrer Bestimmung selektiv vervielfiltigt (1), und dies
zudem auf einfache Weise: Zunéchst wird die als DNA-Doppel-
strang vorliegendc Zielsequenz durch Hitzedenaturierung in ih-
re beiden Einzelstrdnge zerlegt. Beide werden nun mit komple-
mentéren Oligonucleotiden hybridisiert und diese anschlieBend
enzymatisch am 3-Ende mit Desoxynucleotidtriphosphaten
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Abb. 13. PCR-Methode.
verlingert. Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt

(Abb. 13). Bereits nach 20 Cyclen hat man die Zielsequenz
100000fach amplifiziert.

7. Ausblick

Auch wenn eine iiber Monate hinweg strahlende y-Quelle zur
Aussendung eines hidufig nur fiir Sekunden benétigten Signals
wohl alles andere als zeitgemil ist (es drangt sich einem unwill-
kiirlich das viel zitierte ,,mit Kanonen auf Spatzen schieflen
auf), so sprechen doch nicht nur 6kologische Argumente fiir
einen Ersatz radioaktiver Marker. Mit den heute zur Verfiigung
stehenden Markierungsalternativen werden ndmlich die radio-
aktiven Marker in puncto Nachweisempfindlichkeit zum Teil
deutlich tibertroffen. Warum ist dann aber der RIA nicht schon
langst tot? Ein wesentlicher Vorteil des RIA ist untrennbar mit
einem seiner — aus dkologischer Sicht — groBten Nachteile ver-
kniipft, der Emission energiereicher Strahlung: Zusammen mit
der etwa 30jdhrigen Erfahrung, die auf dem RIA-Gebiet vor-
liegt, fihrt sie zu einer auBerordentlichen ,,Robustheit*™ dieser
Methode. So ist beispielsweise eine Beeinflussung des Tracers
durch seine unmittelbare Umgebung (Matrixeffekte) im Falle
radioaktiver Marker in den seltensten Fallen erkennbar. Ferner
wird das Signal weder in scinem Absolutbetrag noch in seiner
Konstanz von den meisten duBeren Faktoren beeinflufit. Auch
die Markierung kleiner Analytderivate durch ein Isotop wird
zwangsldufig dessen Eigenschaften weniger verdndern als die
Einfiihrung eines sterisch anspruchsvollen Labels. Es ist somit
verstidndlich, daB die Verdrangung der radioaktiven Methoden
kein abrupter Vorgang ist, sondern eher ein schleichender Pro-
zeB, der durch stetigen Zugewinn an Erfahrung im Umgang mit
nichtradioaktiven Markern und mit der Synthese noch effekti-
verer Marker in Gang gehalten wird. Da die leistungsfihigsten
Lumineszenzmarker und luminogenen Enzymsubstrate erst seit
wenigen Jahren zur Verfligung stehen, ist wohl erst fiir die kom-
menden Jahre mit einer Beschleunigung des bisher langsamen
Substitutionsprozesses von Radioisotopen zu rechnen.

Wir danken allen Kolleginnen und Kollegen fiir hilfreiche Diskus-
sionen bei der Abfassung und Korrektur des Manuskripts sowie
Herrn R. Kaske fiir die Ubermittlung von Marktdaten, Frau J.
Bruchmann und Frau N. Laloi fiir die Unterstiitzung bei der Er-
stellung des Manuskripts. Unser besonderer Dank gilt Herrn A.
Kraft fiir die Anfertigung der Abbildungen in Kapitel 6.

Eingegangen am 23. Juli 1993 [A 10]
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