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RGP �5�H�V�R�U�X�I�L�Q����-D-Galaktopyranosid  

RT  Raumtemperatur 

s Sekunde 

SBG Streptavidin-��-galaktosidase  

Simoa Einzelmolekül-Array (Single Molecule Array)  

SMC Einzelmolekül-Zählung (Single Molecule Counting) 

sNHS Sulfo-N-hydroxysuccinimid  

TGF transformierender Wachstumsfaktor 

TNF Tumor-Nekrose-Faktor 

Triton X-100 Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl]-ether 

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat 

ULoQ Obere Bestimmungsgrenze (upper limit of quantification) 

v/v  Volumen pro Volumen (volume per volume) 

VK Variationskoeffizient 

VM  Virale Meningitis  

w/v Gewicht pro Volumen (weight per volume) 

WFR Wiederfindungsrate 

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization) 

ZNS Zentralnervensystem 
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Im Gegensatz dazu ermöglicht die Simoa-Technologie den Nachweis sehr geringer 

Konzentrationen von enzymatisch umgesetzten Substratmolekülen, indem die Diffusion der 

erzeugten Fluorophore auf die extrem kleinen Reaktionskammern (50-femtoliter Kavitäten) auf 

der Simoa-Auslesedisk beschränkt wird. Dadurch wird eine hohe lokale Konzentration an 

Fluorophoren erzeugt, die mittels CCD-Kamera über Bildaufnahmen (Dunkelfeld- und 

Fluoreszenzaufnahmen) detektiert werden kann. Diese lokale Konzentration der erzeugten 

Fluorophore, die enzymbedingte Signalamplifikation und das Vereinzeln der Mikrosphären 

beim Beladen der Arrays, macht es möglich, dass ein einzelnes an einen Antikörper 

gebundenes Enzym ausreichend Substrat zur Detektion des Signals erzeugen kann und somit 

eine Einzelmoleküldetektion stattfindet [14-17, 19]. 

1.2.1 Simoa-Technologie - Digitale und analoge Signalauswertung  

Die Auswertung der generierten Bildaufnahmen und somit des erzeugten Fluoreszenzsignals 

pro Array (und dadurch pro Probe) erfolgt über die digitale oder die analoge Signalauswertung 

durch die Simoa-Software (Hersteller: Quanterix Corp.). Bei der Signalauswertung wird durch 

das generierte Fluoreszenzsignal der Mittelwert der Anzahl an Enzymmolekülen pro 

Mikrosphäre (engl.: Average Enzym per Bead; Abk.: AEB) ermittelt. 

Die Signalauswertung ist hierbei abhängig von dem Verhältnis zwischen der Anzahl der 

aktiven ���H�Q�J�O������ �Äon�³�� �%�H�D�G�V�� und der nicht aktiven (engl.: �Ä�R�I�I�³�� �%�H�D�G�V���� �0�L�N�U�R�V�S�K�l�U�H�Q����Aktive 

Mikrosphären sind Mikrosphären, die einen Immunkomplex tragen und bei denen durch die 

Enzymreaktion ein Fluoreszenzsignal generiert wird. Nicht aktive Mikrosphären tragen keinen 

Immunkomplex und es wird kein Fluoreszenzsignal generiert. Sind mindestens 70 % der 

ausgelesenen Mikrosphären aktiv, erfolgt eine analoge Signalauswertung. Sind weniger als 

70 % der gesamten Mikrosphären aktiv, erfolgt eine digitale Signalauswertung [16].  

Bei der Untersuchung von Proben mit niedriger Analytkonzentration ist das Verhältnis von 

Analyt und Mikrosphären klein, d. h. die Mikrosphären liegen im großen Überschuss vor. Pro 

Probe werden hierbei ca. 0,5 Millionen Mikrosphären eingesetzt. Bedingt durch diesen starken 

Mikrosphärenüberschuss und einer im Vergleich dazu sehr geringen Analytkonzentration, folgt 

der Prozentsatz der aktiven Mikrosphären einer Poisson-Verteilung. Bei sehr niedrigen 

Verhältnissen von Analyt und Mikrosphären (weniger als 10 % aktive Mikrosphären), d h. bei 

sehr niedriger Analytkonzentration in der Probe, tragen die Mikrosphären, basierend auf der 

Poisson-Wahrscheinlichkeitsverteilung, entweder nur einen Immunkomplex oder keinen. Dies 

ermöglicht das Zählen von aktiven Mikrosphären unabhängig von der Intensität des erzeugten 

Fluoreszenzsignals in den Kavitäten zur Bestimmung der Analytkonzentration, weswegen 

�G�L�H�V�H���$�Q�D�O�\�V�H�P�H�W�K�R�G�H���D�O�V���Ä�G�L�J�L�W�D�O�³���E�H�]�H�L�F�K�Q�H�W wird. 

Mit zunehmender Analytkonzentration steigt der prozentuale Anteil der aktiven Mikrosphären 

���H�Q�J�O������ �I�U�D�F�W�L�R�Q�� �Ä�R�Q�³���� �$�E�N������ �Ion) in etwa linear an. Bei einem höheren Anteil an aktiven 



Einleitung 

 

5 

Mikrosphären (mehr als 10 % aktive Mikrosphären) steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass 

es eine signifikante Anzahl von Mikrosphären gibt, die mehr als nur einen Immunkomplex 

tragen [3, 15, 16]. Mit Hilfe der Poisson-Verteilung kann die Anzahl der aktiven Mikrosphären 

in die Anzahl der nachgewiesenen Enzyme umgewandelt werden und somit die 

Analytkonzentration, unter Berücksichtigung der Aufrechterhaltung der Linearität in den 

Subpopulationen der Mikrosphären mit mehreren Immunkomplexen, bestimmt werden [15, 16, 

19]. 

Die Poisson-Verteilung (Gleichung (1)) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass eine Reihe von 

Ereignissen eintreten, wenn die durchschnittliche Anzahl von Ereignissen bekannt ist. Wenn 

die erwartete durchschnittliche Anzahl von Ereignissen �� ist, dann ist die Wahrscheinlichkeit, 

dass es genau �R Ereignisse gibt (�R ist eine nicht-negative ganze Zahl) gleich: 

�2�Á�:�R�; 
L �� �A�?�Á�F
�Á�é

�R�è
�G (1) 

Im Simoa-Assayaufbau ist �� gleich dem Verhältnis von gebundenen Proteinen (= Anzahl der 

gebildeten Immunkomplexe) zur Anzahl der Mikrosphären und �R ist die Anzahl der 

enzymmarkierten Proteine, die von jeder Subpopulation von Mikrosphären getragen werden 

(d. h. 0, 1, 2, 3, etc.). Zur Bestimmung des AEB-Wertes muss �� bestimmt werden, das als 

quantitativer Parameter zur Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet werden kann.  

Im digitalen Analysemodus kann nicht unterschieden werden, ob aktive Mikrosphären mehr 

als nur ein Immunkomplex tragen, d. h. ob �R �• 1 ist. Nicht aktive Mikrosphären (�R = 0) sind 

hierbei aber eindeutig von aktiven Mikrosphären unterscheidbar (kein Fluoreszenzsignal). Es 

gilt, dass der Anteil der nicht aktiven Mikrosphären gleich 1 (100 % aller Mikrosphären) minus 

dem Anteil der aktiven Mikrosphären (fon) ist. Demnach lässt sich Gleichung (1) zur 

Bestimmung von �2�Á�:�r�; wie folgt vereinfachen: 
 

�Á 
L �� �#�'�$�Š�•�•�•�š�‡�’
L �� 
F�Ž�•���:�s 
F �� �B�â�á�; (2)  
 

Gleichung (2) macht ersichtlich, dass zur AEB-Bestimmung im digitalen Bereich nur der Anteil 

der aktiven Mikrosphären benötigt wird (fon), was wie bereits beschrieben, das Zählen von 

aktiven Mikrosphären, unabhängig von dem erzeugten Fluoreszenzsignal, in den Kavitäten 

ermöglicht [16]. 

Die Quantifizierung der Analytkonzentration durch Zählen der aktiven Mikrosphären und 

Anwendung der Poisson-Verteilung (digitale Analysemethode) ist möglich, wenn der Anteil der 

aktiven Mikrosphären unter 70 % liegt. Steigt der Anteil der aktiven Mikrosphären auf über 

70 %, nimmt die Anzahl der Mikrosphären mit mehreren gebundenen Immunkomplexen stark 

zu. Der für die digitale Analysemethode benötigte lineare Zusammenhang zwischen den AEB-

Werten und der Konzentration ist dadurch nicht mehr gegeben. Demnach würde die 

Verwendung von Gleichung (2) bei > 70 % aktiver Mikrosphären zu einer ungenauen 

Konzentrationsbestimmung führen. Zusätzlich dazu ist die Anwendung des Zählansatzes 
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spätestens dann nicht mehr möglich, wenn 100 % der Mikrosphären mindestens ein 

Enzymmolekül tragen. Um aber auch Proben mit hoher Analytkonzentration analysieren zu 

können, wurde der dynamische Bereich der Signalauswertung um eine analoge 

Analysemethode erweitert. Für die analoge Signalauswertung ist es notwendig die Anzahl der 

durchschnittlich an eine Mikrosphäre gebundenen Enzymmoleküle zu bestimmen [15, 16]. 

Hierfür wird der analoge AEB-Wert (Gleichung (3)) aus dem mittleren 

Fluoreszenzintensitätswert der aktiven Mikrosphären im Array (engl.: mean fluorescence 

intensity of active beads in an array; Abk.: Ibead), der mittleren Fluoreszenzintensität (engl.: 

mean fluorescence intensity generated by single enzymes on beads; Abk.: Isingle) und dem 

Anteil der aktiven Mikrosphären (fon), berechnet. 
 

 

�#�'�$�Ô�á�Ô�ß�â�Ú
L ��
�B�â�á�®�� �+�§�Õ�Ø�Ô�×

�+�§�æ�Ü�á�Ú�ß�Ø
 (3) 

 

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensität, die von einem einzelnen Enzym an einer 

Mikrosphäre (Isingle) erzeugt wird, erfolgt hierbei in Proben einer Messreihe mit sehr niedriger 

Analytkonzentration (weniger als 10 % aktive Mikrosphären). Bei dieser geringen Anzahl an 

aktiven Mikrosphären tragen, wie oben beschrieben, die meisten aktiven Mikrosphären nur ein 

Immunkomplex und eine Substratverarmung ist vernachlässigbar. Hierdurch wird in diesem 

Bereich die Fluoreszenzintensität einer aktiven Mikrosphäre von einem einzelnen 

Immunkomplex erzeugt, was dem zu bestimmenden Isingle-Wert entspricht und das 

Gleichsetzen von Gleichung (2) und Gleichung (3) ermöglicht. Daraus resultiert folgende 

Gleichung zur Bestimmung des Isingle-Wertes: 
 

�+�§�æ�Ü�á�Ú�ß�Ø
L ��
�B�â�á�®�� �+�§�Õ�Ø�Ô�×


F�Ž�•���:�s 
F �� �B�â�á�;
 , für fon < 0,1 (4)  

 

Um die digitale und analoge Signalauswertung zu kombinieren, ist demnach in jedem 

Analyselauf die Analyse von Proben mit sehr geringer Analytkonzentration notwendig, um den 

Isingle-Wert für den gesamten Analyselauf zu bestimmen. Diese Anforderung wird i. d. R. bereits 

durch Standardpunkte der Kalibratorreihe, die diesen Konzentrationsbereich abdecken, erfüllt 

[16]. 

1.2.2 Simoa-Analysegerät 

Die Simoa HD-1 bzw. HD-X (zweite Generation) Analysegeräte der Firma Quanterix sind 

vollautomatische Messgeräte (engl.: Analyzer) zur Durchführung von Simoa-Immunoassays. 

Diese bestehen aus fünf Hauptfunktionsbereichen (Abbildung 3): (1) Bereich zur Aufnahme 

von Einweg-Verbrauchsmaterialien (Pipettenspitzen, Reaktionsküvetten, Simoa-

Auslesedisks), Reagenzien und Proben; (2) Bereich für Systemflüssigkeiten und Abfälle; (3) 

Benutzeroberfläche; (4) Chemiemodul-Bereich mit Inkubations- und Waschringen (inkl. 



Einleitung 

 

7 

Pipettierarmen); (5) Detektionsmodul (engl.: Load-Seal-Image; Abk.: LSI). 

Das Chemiemodul ist ein System zur sequenziellen Handhabung der Reaktionsküvetten. Die 

Durchführung eines Simoa-Immunoassays erfolgt in diesen gerätespezifischen 

Reaktionsküvetten, hierbei wird für jede zu analysierende Probe eine Küvette verwendet. 

Grundlegende chemische Vorgänge für jede Probe (z. B. Pipettieren, Küvettenbewegung, 

Waschen) erfolgen mit einer Verarbeitungsfrequenz (engl.: cadence) von 45 s. Die 

Verarbeitungsfrequenz ist hierbei die Zeiteinheit, in der wiederholte Geräteoperationen für die 

sequenzielle Probenverarbeitung durchgeführt werden. Hierdurch wird jede Küvette 

identischen Zeitbedingungen ausgesetzt. 

Die Küvetten werden im Chemiemodul zwischen dem Inkubationsring und dem Waschring 

transportiert. Im Inkubationsring erfolgen die Zugabe der Reagenzien/Probe, das Mischen der 

Lösungen (integrierter Schüttelmechanismus) und die Inkubation nach erfolgter Zugabe der 

Reagenzien. Im Waschring erfolgen alle Waschschritte mit eingebauten Magneten zur 

Retention der Mikrosphären während den Waschschritten. Die Durchführung von 

Pipettierschritten erfolgt mit zwei x-y-z-Pipettierarmen. Ein Pipettierarm mit Einwegspitzen für 

die probenspezifischen Schritte und ein Pipettierarm mit einer Metallspitze für die 

Reagenzienzugabe. Die probenspezifischen Schritte sind hierbei der Probenübertrag von der 

Probenplatte in die Reaktionsküvetten und der Übertrag der Mikrosphären-Substrat-Lösung in 

die Simoa-Auslesedisk. In diesen Schritten wird durch Einwegspitzen eine Kreuzkontamination 

der Proben vermieden. Der Festspitzen-Pipettierarm kommt nicht in direkten Kontakt mit den 

zu analysierenden Proben. Nach dem Pipettieren der Reagenzien in die Reaktionsküvette wird 

die Metallspitze in einem integrierten Ultraschallwasserbad gereinigt. Das Beladen der Simoa-

Auslesedisk mit der Mikrosphären-Substrat-Lösung erfolgt im LSI-Modul. Die Simoa- 

Auslesedisks werden hierbei durch einen Transportmechanismus auf das LSI-Modul gelegt. 

Durch Anlegen eines Vakuums wird die Mikrosphären-Substrat-�/�|�V�X�Q�J�����Ä�/�R�D�G�³�����X�Q�G���L�Q���H�L�Q�H�P��

zweiten Schritt das Öl zum Verschließen der Kavitäten ���Ä�6�H�D�O�³����über den Array gezogen. 

Anschließend folg�H�Q�� �G�L�H�� �%�L�O�G�D�X�I�Q�D�K�P�H�� �X�Q�G�� �G�L�H�� �%�L�O�G�D�X�V�Z�H�U�W�X�Q�J�� ���Ä�,�P�D�J�H�³���� �G�X�U�F�K�� �G�L�H�� �&�&�'-

Kamera im LSI-Modul. 
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Zur Signalauswertung werden vier Bildaufnahmen benötigt: (1) Dunkelfeldaufnahme: 

Festlegung der Arraygrenzen und Detektion der mit Mikrosphären beladenen Kavitäten; (2) 

Fluoreszenzaufnahme 1: Detektion des Resorufin-Fluoreszenzsignals bei 622/615 nm 

(Extinktions-/Emissionswellenlänge); (3) Fluoreszenzaufnahme 2: Zweite 

Fluoreszenzaufnahme zur Detektion einer Zunahme des Resorufin-Fluoreszenzsignals 30 s 

nach der ersten Aufnahme; (4) Fluoreszenzaufnahme 3: Fluoreszenzaufnahme bei 

490/530 nm (Extinktions-/ Emissionswellenlänge) zur Detektion von Störfluoreszenzsignalen 

bedingt durch die Autofluoreszenz von Polymeren der Simoa-Auslesedisk. Das Resorufin-

Fluoreszenzsignal in einer Kavität wird nur als positives Signal gewertet und damit analysiert, 

wenn es zwischen der Fluoreszenzaufnahme 1 und 2 zu einer Signalerhöhung, bedingt durch 

die enzymatische Signalamplifikation, kommt [14].  

1.2.3 Vergleich hochsensitiver  Immunoassay-Technologien 

Weitere hochsensitive Immunoassay-Technologien (Tabelle 1) sind u. a. die SMC-

Technologie der Firma Merck (Darmstadt, DE) ursprünglich entwickelt von der Firma Singulex 

(Alameda, CA, US) unter dem Systemnamen Erenna und die Immuno-PCR (Imperacer)-

Technologie der Firma Chimera Biotec GmbH (Dortmund, DE) [7, 20, 21].  

Für die Durchführung eines Einzelmolekül-Zählungs-Assays (engl.: Single Molecule Counting, 

Abk.: SMC) wird in einem ersten Schritt ein Immunoassay im Mikrosphären- oder im 

Plattenformat durchgeführt. Hierbei liegen der Fängerantikörper biotinyliert und der 

Detektionsantikörper fluoreszenzmarkiert vor. Die Bindung des Fängerantikörpers an die feste 

Phase (Mikrosphären oder Platte) erfolgt über Streptavidin, welches zuvor an der festen Phase 

immobilisiert wurde. Nach Bildung der Immunkomplexe und stringenten Waschschritten 

werden die Immunkomplexe mit einem definierten kleinen Volumen Elutionspuffer von den 

Mikrosphären bzw. der Platte eluiert, wodurch es zu einer Aufkonzentrierung des 

fluoreszenzmarkierten Detektionsantikörpers und somit des Fluoreszenzsignals kommt. Das 

Eluat wird anschließend in eine 384-Mikrotiterplatte übertragen (Transferschritt) und in das 

Messgerät gestellt. Zur Analyse wird das Eluat über eine Kapillare in eine Durchflusszelle 

geleitet. In diese Zelle wird Laserlicht über einen dichroitischen Spiegel und über eine 

konfokale Mikroskoplinse geleitet und eine 5 µm große Messzelle generiert. Passieren 

fluoreszenzmarkierte Detektionsantikörper diese Messzelle, emittieren diese Fluoreszenzlicht, 

welches mittels Photonendetektor als Impuls detektiert wird. Solch ein Impuls wird dann als 

positives Signal gezählt und somit digital ausgelesen. Das Endsignal ist die Summe aller 

detektierter Ereignisse (engl.: detected events, Abk.: DE). Mit zunehmender 

Analytkonzentration, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass zwei fluoreszenzmarkierte Antikörper 

die Messzelle passieren. Das generierte Fluoreszenzsignal wird demnach durch mehrere 

fluoreszenzmarkierte Antikörper erzeugt (DE-Signal nicht mehr verwendbar) und ist 
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proportional höher, was Rückschlüsse auf die Anzahl der Antikörper zulässt. Das Endsignal 

ist hier die Summe der gezählten Photonen (engl.: photonen events, Abk.: PE) in allen 

detektierten Ereignissen. Mit weiter steigender Analytkonzentration erreicht das PE-Signal 

eine Sättigung.  

Tabelle 1: Vergleich von drei hochsensitiven Immunoassays-Testmethoden 
Modifizierte Tabelle nach [7]. 

 

Als Endsignal wird hier die Summe aller PE-Signale, die Gesamtphotonenzahl (engl.: total 

photons, Abk.: TP) verwendet. DE-, PE- und TP-Signale werden eingesetzt, um eine 

Logistikkurvenanpassung für jeden Signaltyp zu generieren und somit einen hohen 

dynamischen Bereich zu erzeugen. Die hohe Empfindlichkeit wird demnach aufgrund 

folgender Punkte erreicht: (1) Aufkonzentrierung der fluoreszenzmarkierten Antikörper durch 

Elution in kleine Volumina; (2) digitale Auslesung einzelner positiver Ereignisse; (3) niedriger 

Hintergrund durch mehrfache Wasch- und Transferschritte während der Assaydurchführung 

[7, 21].  

Die Methode der Immuno-Polymerase-Kettenreaktion (Abk.: IPCR) kombiniert die hohe 

Sensitivität der Polymerasen-Kettenreaktion (Abk.: PCR) mit der Spezifität der 

Antikörperbindung von Immunoassays und wurde bereits im Jahr 1992 beschrieben [7, 20, 

22]. Hierbei wird der Fängerantikörper an eine feste Phase immobilisiert und zur Detektion 

wird ein Antikörper-DNS-Konjugat (Desoxyribonukleinsäure, Abk.: DNS) eingesetzt. Das 

Antikörper-DNS-Konjugat wird mit Hilfe eines Verbindungsmoleküls (engl.: linker) gebildet. Als 

Merkmal SMC IPCR Simoa 

Sensitivitätsbereich fg-pg·mL-1 fg-pg·mL-1 fg-pg·mL-1 

Messverfahren Durchflusszytometrie Real-time PCR Enzym/ 
Substratumsetzung 
(CCD-Kamera) 

Signalauslese Digital und Analog Analog Digital und Analog 

Assay - feste Phase Mikrosphären oder 
Platte 

Platte Mikrosphären 

Ca. Probenvolumen (verdünnte 
Probe für ein Datenpunkt) 

100 µl 30 µl 100 µl 

Signalamplifikation Keine Exponentiell Enzymatisch 

Typische minimale Verdünnung Unverdünnt �± 1:10 1:2 �± 1:10 1:2 �± 1:4 

Detektionsantikörpermarkierung Alexa Fluor Farbstoff DNS-Markierung Biotin (Streptavidin-
��-galaktosidase) 

Automatisierung Keine Keine Vollautomatisch  

Multiplexing Nein 2-plex 10-plex 

Dynamischer Bereich > 4 logs > 4 logs > 4 logs 

Einzelanbieter 
(Technologiehersteller) 

Ja Ja Ja 

Hersteller-Geschäftsmodell Kommerzielle Kits, speziell angefertigte Kits, Reagenzien zum 
Herstellen von Kits durch Anwender 
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Für die Durchführung einer Validierung mit zu adressierenden Parametern gibt es Regularien 

gesetzlicher Behörden, die als Grundlagen dienen können. Die Dokumente �ÄGuideline on 

bioanalytical method validation�³�� �G�H�U�� �(�X�U�R�S�l�L�V�F�K�H�Q�� �$�U�]�Q�H�L�P�L�W�W�H�O-Agentur (engl.: European 

Medicines Agency, Abk.: EMA) und �ÄGuidance for Industry �± Bioanalytical Method Validation�´��

der US-amerikanischen Behörde für Lebens- und Arzneimittel (engl.: Food and Drug 

Administration, Abk. FDA) geben Richtlinien für die Validierung von Analysemethoden vor [23, 

24]. Ausgearbeitet wurden diese im Jahr 2011 bzw. 2001 veröffentlichten Regularien für die 

Validierung chromatographischer Methoden und sind nur zum Teil für die Validierung von 

Liganden-Bindungsassays, wie Immunoassays, ausgerichtet. Einige Unterschiede zwischen 

chromatographischen Testmethoden und Immunoassays (Tabelle 2) veranschaulichen die 

Notwendigkeit von zusätzlichen Leitlinien für die Validierung von immunologisch basierten 

Testmethoden [27]. 

Tabelle 2: Unterschiede zwischen chromatographischen Testmethoden und Immunoassay s. 
Modifizierte Tabelle nach [27]. 

Merkmal 
Chromatographische 
Testmethoden 

Immunoassays 

Messgrundlage Physikalisch-chemische 
Eigenschaften des 
Analyten 

Antigen-Antikörper-Bindung 

Analytische Reagenzien Gut charakterisiert und 
allgemein verfügbar. 

Stark assayspezifisch und nicht 
unbedingt allgemein verfügbar. 

Analyten Kleine Moleküle Kleine Moleküle und Makromoleküle 
Nachweismethode Direkt Indirekt 

Probenvorbehandlung 
notwendig 

Ja i. d. R. Nein 

Kalibrierkurvenmodell Linear Nicht-Linear 

Assay-Umgebung Enthält organische 
Lösungsmittel 

Wässriges Milieu 

Zeitaufwand für 
Assayentwicklung 

Wochen Monate (z. T. bedingt durch 
Antikörpergenerierung) 

Mittlere Ungenauigkeit 
(interassay) 

Niedrig (< 10 %) Mäßig (< 20 %) 

Quelle der Ungenauigkeit Intraassay Interassay 

Dynamischer Bereich Breit Limitiert 

Ausrüstungskosten Hoch  Niedrig 

Durchsatz Gut Sehr gut 

 

Trotz der abweichenden Analysemethode können die in den Richtlinien beschriebenen 

Validierungsparameter und Bestimmungsmethoden dieser Parameter ebenfalls für die 

Validierung von Immunoassays in einem zweckgerichteten Ansatz (engl.: fit-for-purpose 

approach) verwendet werden [27, 28]. Im Jahr 2018 veröffentlichte die FDA eine neue 

Revision des Dokumentes für die Validierung bioanalytischer Methoden, welches explizit und 

ausführlich hinsichtlich Liganden-Bindungsassays erweitert wurde und somit auch für diese 

Methoden Richtlinien beinhaltet [26].  
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Für die Durchführung einer Basisvalidierung ist die Ermittlung folgender Parameter notwendig: 

Kalibrierkurvenmodell, Bestimmungsgrenzen (obere- und untere Bestimmungsgrenze), 

Nachweisgrenze, Präzision (Intraassay- und Interassay-Präzision), Wiederfindungsrate, 

Verdünnungslinearität, Parallelität und Analytstabilität (Kurzzeitstabilität und die Stabilität 

gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen). 

1.3.2 Kalibrierkurvenmodell 

Der Zusammenhang zwischen dem Messsignal eines Immunoassays und der eingesetzten 

Analytkonzentration wird durch ein Kalibrierkurvenmodell bzw. eine Kalibrierfunktion indirekt 

beschrieben [29]. Durch ein geeignetes Kalibrierkurvenmodell wird eine robuste 

Quantifizierung der Analytkonzentration aus erhaltenem Messsignal der vermessenen Probe 

und Kalibrierkurvensignal durchgeführt. Dabei ist bei Immunoassays ein nichtlinearer 

Zusammenhang zwischen Signal und Analytkonzentration häufig. Besser wird der 

Zusammenhang durch eine Sigmoidfunktion vierten oder auch fünften Grades beschrieben. 

Erfüllen mehrere Modelle die notwendigen Akzeptanzkriterien sollte immer das einfachste 

Modell gewählt werden [23-27]. Für die Generierung einer Kalibrierkurve wird das Zielprotein 

(Standardmaterial) in bekannten Konzentrationen in eine geeignete Matrix gegeben und unter 

etablierten Testbedingungen eine Konzentrationsreaktionsbeziehung erzeugt [30]. Das ggf. 

rekombinante Standardmaterial sollte hierbei idealerweise dem endogenen Zielprotein 

entsprechen, zumindest jedoch stark ähneln. Eine Kalibrierkurve sollte aus mindestens sechs 

Kalibratorkonzentrationen bestehen und diese sollten hierbei gleichmäßig über den 

Assaybereich verteilt werden [23]. Ein weiterer Punkt bei der Etablierung von 

Kalibrierkurvenmodellen für Liganden-Bindungsassays ist, dass die Standardabweichung der 

generierten Messsignale in der Regel nicht über den gesamten Kalibrierkurvenbereich 

konstant ist. Bei den meisten Immunoassays steigt die Variabilität des Assaysignals zwischen 

den Replikaten jedes Kalibrators proportional zum Mittelwert des Signals an. Um daraus 

resultierende Fehler und minderwertige Ergebnisse zu vermeiden, ist eine Kurvenanpassung 

mit entsprechender Gewichtung für ungleiche Standardabweichungen vorteilhaft. Durch 

geeignete Kurvenanpassungsmethoden (z. B. 1/X, 1/X2, 1/Y oder 1/Y2) werden die Daten 

proportional zur Höhe der Variabilität gewichtet und damit die Qualität der Kalibriergeraden 

gesteigert. Die Beurteilung eines Kalibrierkurvenmodelles kann anhand der 

Wiederfindungsrate, dem relativen Fehler und der Präzision der Kalibriergeraden erfolgen [28].  

1.3.3 Bestimmungsgrenzen und dynamischer Bereich 

Die untere Bestimmungsgrenze (engl.: Lower Limit of Quantification, Abk.: LLoQ), auch als 

Assaysensitivität bezeichnet, ist als die geringste zuverlässig quantifizierbare Konzentration 

des Zielanalyten definiert. Die obere Bestimmungsgrenze (engl.: Upper Limit of Quantification, 
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Abk.: ULoQ) ist die höchste Analytenkonzentration, die noch zuverlässig quantifiziert werden 

kann. Die Zuverlässigkeit wird hierbei anhand der erreichten Richtigkeit (engl.: accuracy), 

ausgedrückt als Wiederfindungsrate oder relativer Fehler, sowie der erreichten Präzision, 

ausgedrückt durch den Variationskoeffizienten, bewertet [23, 26, 30]. Behördlichen Richtlinien 

empfehlen, dass der niedrigste Nicht-Nullstandard der Kalibriergeraden als untere 

Bestimmungsgrenze und der höchste Kalibrierstandard als obere Bestimmungsgrenze 

festgelegt werden sollen, erwähnen aber auch die Möglichkeit von sogenannten Ankerpunkten 

(engl.: anchor points) [23-26]. Bei sigmoidalen Kalibrierkurven, wie für Immunoassays oft die 

Regel (siehe Kapitel 1.3.2), kann das Einbeziehen von Kalibratoren außerhalb der 

Bestimmungsgrenzen, entsprechend der genannten Ankerpunkten, von Vorteil bei der 

Kurvenanpassung sein. Dies kann zu einer höheren Präzision und Richtigkeit führen [27]. Der 

dynamische Bereich eines Immunoassays ist der Bereich, der die zuverlässige Quantifizierung 

des Zielanalyten gewährleistet. Der Bereich ist durch die Bestimmungsgrenzen gegeben, für 

welche die geforderte Präzision und Richtigkeit bestimmt wurden [23-28]. 

1.3.4 Nachweisgrenze  

Die Nachweisgrenze (engl.: Limit of Detection, Abk.: LoD) eines Immunoassays ist die 

niedrigste noch qualitativ nachweisbare Analytkonzentration. Sie ist demnach die 

Konzentration des Analyten, die ein Messsignal generiert, welches sich signifikant vom 

Hintergrundsignal unterscheidet. Die Nachweisgrenze wird aus dem mittleren 

Hintergrundsignal plus zwei- bis dreimal der Standardabweichung des mittleren 

Hintergrundsignales berechnet [27, 28]. 

1.3.5 Präzision und Richtigkeit 

Die Präzision eines analytischen Testverfahrens beschreibt die Übereinstimmung bzw. den 

Grad der Streuung zwischen den Ergebnissen von Messwiederholungen derselben 

homogenen Probe unter definierten Bedingungen. Ausgedrückt wird die Präzision als das 

Verhältnis der Standardabweichung der ermittelten Werte zu deren Mittelwert in % 

(Variationskoeffizient in %). Die Richtigkeit einer analytischen Testmethode beschreibt die 

Übereinstimmung des Mittelwertes der Ergebnisse der Messwiederholungen mit dem wahren 

Wert der Messgröße. Die Richtigkeit einer Methode wird ausgedrückt als prozentuale 

Abweichung der gemessenen mittleren Konzentration von der nominalen Konzentration. Zur 

Bestimmung der absoluten Richtigkeit sind im besten Falle international anerkannte 

Referenzstandards verfügbar. Die Bestimmung der beiden Validierungsparameter erfolgt 

durch Analyse von Qualitätskontrollproben [23-28, 31, 32]. 

Immunoassays sind messtechnisch bedingt weniger präzise als chromatographische 

Testmethoden [27, 33]. Aufgrund der größeren Ungenauigkeit können für die Bestimmung der 
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Präzision eines Immunoassays, im Vergleich zu chromatographischen Methoden (Anzahl �• 3), 

mehr Validierungsläufe benötigt werden (Anzahl �• 6) [23-27]. Die Präzision von Liganden-

Bindungsassays wird unterteilt in Intraassay- (engl.: within-run precision) und Interassay-

Präzision (engl.: between-run precision). Die Intraassay-Präzision, ist die Präzision von 

Wiederholmessungen innerhalb einer Analyse. Die Interassay-Präzision dagegen ist die 

Präzision zwischen mehreren unabhängigen Analysen [23, 26]. Immunoassays sind indirekt 

quantitative Messmethoden, da die Quantifizierung über Kalibriergeraden mit 

Standardproteinen erfolgt (siehe Kapitel 1.3.2). Für viele Analyten sind keine offiziellen 

internationalen biologischen Referenzstandards z. B. der Weltgesundheitsorganisation 

vorhanden. Ist dies der Fall, ist nur die Bestimmung der Präzision und der relativen Richtigkeit 

möglich, jedoch nicht die der absoluten Richtigkeit (siehe auch Kapitel 1.3.6) [28]. Auch die 

Bestimmung der Richtigkeit kann, analog zur Präzision, innerhalb eines Laufes oder über 

mehrere unabhängige Läufe bestimmt werden [23, 26]. 

1.3.6 Wiederfindungsrate 

Die Wiederfindungsrate einer Methode beschreibt die Rückgewinnung eines zuvor zur 

biologischen Matrix zugegeben Analyten im Vergleich zu der nominalen Konzentration in einer 

nicht biologischen Matrix [24]. Die Bestimmung der Wiederfindungsrate gibt demnach 

Rückschlüsse darüber, ob die Signal-Konzentrationsbeziehung in der biologischen Matrix mit 

der der Kalibrierkurve, hergestellt in Puffer, vergleichbar ist. Eine schlechte 

Wiederfindungsrate in der biologischen Matrix deutet darauf hin, dass eventuell Matrixeffekte 

vorliegen. Sie spiegelt auch die Effizienz von Extraktions- und Probenverarbeitungsprozessen 

wieder [32]. Die Bestimmung der relativen Richtigkeit (siehe Kapitel 1.3.5) kann auch über die 

Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgen [28]. Das Ergebnis wird angegeben als 

prozentuale Wiederfindungsrate der mittleren gemessenen Konzentration, bezogen auf die 

bekannte nominale Konzentration des zugegebenen Analyten, nach Abzug des endogenen 

Analytlevels [28, 32]. 

1.3.7 Verdünnungslinearität 

Die Bestimmung der Verdünnungslinearität gibt Rückschlüsse darüber, ob der zu 

bestimmende Analyt in einer Probe mit einer Konzentration oberhalb der oberen 

Bestimmungsgrenze nach Verdünnung in den dynamischen Bereich mit ausreichender 

Richtigkeit quantifiziert werden kann. Demnach wird beschrieben inwieweit die Signal-

Konzentrationsbeziehung des Analyten in einer biologischen Matrix nach Verdünnung in Puffer 

linear ist, wobei hier der Einfluss der Matrix durch starkes Verdünnen vernachlässigbar ist. 

Gleichzeitig kann das Vorhandensein eines Hook-Effekts, d. h. Unterdrückung des Signals bei 

Konzentrationen oberhalb der Bestimmungsgrenze, untersucht werden. Bestimmt wird die 
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Verdünnungslinearität, indem die zu untersuchende biologische Matrix mit Kalibratorprotein, 

wenn möglich, über den dynamischen Bereich hinaus versetzt und anschließend in Puffer 

linear verdünnt wird [23, 28, 32]. 

1.3.8 Parallelität 

Die Parallelität zeigt auf, ob die Signal-Konzentrationsbeziehung des endogenen Analyten in 

der biologischen Matrix nach Verdünnung mit Puffer ausreichend der eingesetzten 

Ersatzmatrix ähnelt. Es wird demnach untersucht, ob die Bindungseigenschaften des 

endogenen Proteins an die Antikörper denen des Kalibratorproteins entsprechen. Die 

Parallelität ähnelt konzeptionell der Verdünnungslinearität. Der wesentliche Unterschied ist 

jedoch, dass für die Untersuchung der Parallelität die biologische Matrix nicht mit 

Kalibratorprotein versetzt wird, d. h. untersucht wird lediglich der endogene Analyt. Bestimmt 

wird die Parallelität, indem die zu untersuchende Matrix mit möglichst hohem endogenen 

Analytlevel, jedoch unterhalb der oberen Bestimmungsgrenze der Messmethode, mit Puffer 

verdünnt wird [23, 28, 32]. Die Ergebnisse dieser Parallelitätsexperimente können auch 

geeignete Verdünnungsbereiche definieren, um ggf. Matrixeffekte zu vermeiden. Demnach 

kann der minimale Verdünnungsfaktor (engl.: minimal required dilution, Abk.: MRD) bestimmt 

werden. Weiterhin ist die Parallelität ein wesentliches Experiment, welches die relative 

Richtigkeit eines Liganden-Bindungsassays charakterisieren kann [28, 34]. Eine wesentliche 

Abweichung von der Parallelität wäre invalide [28]. 

1.3.9 Analytstabilität 

Die Analytstabilität in der zu analysierenden Matrix wird untersucht, um sicherzustellen, dass 

Probenvorbereitungsschritte und Lagerbedingungen die Konzentration des Analyten nicht 

beeinflussen. Sie beschreibt die chemische Stabilität eines Analyten in einer Matrix unter 

bestimmten Bedingungen über definierte Zeitintervalle. Die Kurzzeitstabilität untersucht die 

Analytstabilität im Rahmen der im Labor durchgeführten Probenvorbereitungsschritte für die 

Analyse, i. d. R. bei Raumtemperatur oder bei ca. 4 °C (entspricht z. B. der Lagerung von 

Proben auf Eis). Die Dauer der Lagerung muss hierbei an die tatsächliche Dauer der jeweiligen 

Probenvorbereitung angepasst werden, um diese möglichst realitätsnah zu simulieren. Durch 

mehrfache Analyse einer Probe (z. B. Bestimmung mehrerer Analyten aus einer Probe) 

können mehrere Einfrier- und Auftauzyklen notwendig werden. Aus diesem Grund ist auch die 

Stabilität des Analyten in der Matrix im Zuge solcher Zyklen zu untersuchen. Bewertet wird die 

Stabilität durch die Analyse derselben unbehandelten Probe [23-26, 28, 32]. 
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Lymphozyten an und stimuliert die Bildung weiterer Zytokine. [35, 40, 47]. 

Interleukin 10 (Abk.: IL-10) ist ein Protein aus der Klasse der Zytokine bestehend aus 160 

Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von ca. 18,5 kDa. Es liegt als Homodimer vor, wobei 

ein nicht-kovalent gebundenes v-förmiges Dimer gebildet wird [35, 48]. Der IL-10-Rezeptor 

(Abk.: IL-10R) setzt sich aus einer �.- und einer ��-Untereinheit (Abk.: IL-10R�. bzw. IL-10R��) 

zusammen. IL-10R�.��bindet das IL-10 Protein an der Zelloberfläche und IL-10R�� ist Teil der 

Signaltransduktion [49]. Strukturelle Homologien zeigen IL-10 und der IL-10-Rezeptor mit 

INF-�����E�]�Z�����G�H�P���,�1�)-��-Rezeptor auf [48]. IL-10 wird von verschiedenen Zelltypen sezerniert u. 

a. von Makrophagen/Monozyten, CD4
+-T-Zellen, B-Lymphozyten, eosinophile Leukozyten und 

Keratinocyten [35, 50, 51]. Es ist ein entzündungshemmendes antiinflammatorisches Zytokin, 

das eine entscheidende Rolle bei der Hemmung, Begrenzung bzw. Prävention von 

Entzündungs- und Autoimmunerkrankungen spielt. Es hemmt aktivierte Makrophagen und 

antigenstimulierte TH-1 Zellen und inhibiert die Produktion von proinflammatorischen Faktoren 

(u. a. IFN-������ �,�/-2 und TNF-�.�� [52-54]. Des weiteren induziert IL-10 die Synthese weiterer 

antiinflammatorischer Moleküle [55]. Auch proinflammatorische IL-10 Effekte sind 

beschrieben. IL-10 bedingt hierbei eine erhöhte Antikörperproduktion [56-58]. 

Interleukin 17A (Abk.: IL-17A) ist ein Glykoprotein aus der Familie der Zytokine bestehend aus 

150 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von ca. 18 kDa. IL-17A liegt u. a als disulfid-

verknüpftes Homodimer vor [35, 59]. Es gehört zu einer Familie, die aus sechs (IL17 A-F) 

bisher identifizierten Proteinen besteht. Dabei besteht die höchste Homologie mit 55 % 

zwischen IL-17A und IL-17F [59, 60]. IL-17A und IL-17F können auch Heterodimere bilden 

[59]. IL-17A bindet an zwei Rezeptoren (Abk.: IL-17R), an IL-17RA und IL-17RC [61, 62]. IL-

17A ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird primär von TH17-Zellen produziert, jedoch 

auch von u. a. CD8
+-T-Zellen, NK-Zellen und neutrophilen Granulozyten. Nach Bindung von 

IL-17A an die Rezeptoren werden proinflammatorische Zytokine, Mediatoren und Chemokine 

freigesetzt, was zur Pathogenese verschiedener Autoimmun- und Entzündungskrankheiten 

beiträgt [35, 62, 63]. Es spielt eine Rolle bei einigen Erkrankungen, darunter u. a. rheumatoide 

Arthritis, Asthma bronchiale, Psoriasis und Multiple Sklerose [59, 62]. 

Zytokine sind wichtige Biomarker und Indikatoren für physiologische oder pathologische 

Prozesse [8]. Beispielsweise sind deregulierte Zytokine an einem breiten Spektrum von 

Krankheiten beteiligt und werden routinemäßig als Biomarker für verschiedene 

Arzneimittelentwicklungsprogramme eingesetzt [64]. Die Freisetzung von Zytokinen in das 

extrazelluläre Milieu führt zu ihrer Verdünnung, weswegen viele Zytokine typischerweise nur 

in niedrigen pg�ÂmL-1- bis sub- pg�ÂmL-1-Konzentrationen im menschlichen Blut vorhanden sind. 

Sie lassen sich mit herkömmlichen ELISAs oder noch empfindlicheren 

Ligandenbindungsassays (Abk.: LBA) nur schwer quantifizieren, da die Konzentration der 

meisten Zytokine unterhalb der unteren Bestimmungsgrenze der meisten Analysemethoden 
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bakterielle Meningitis sind Enteroviren [82, 86, 87]. Untersuchungen verschiedener 

Arbeitsgruppen zeigen das proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha 

(Abk.: TNF-�.), IL-8, IL-1 und IL-6 sowie die entzündungshemmenden Mediatoren IL-10 und 

der transformierende Wachstumsfaktor-beta (Abk.: TGF-��) an der Pathophysiologie der 

bakteriellen Meningitis beteiligt sind und z. B. IL-1, IL-10, IL-6 und TNF-�. bei Erkrankung in 

erhöhter Konzentration in der Zerebrospinalflüssigkeit nachweisbar sind. Es entsteht ein 

komplexes Interaktionsnetzwerk wobei die Zytokine pro- und antiinflammatorisch wirken 

können [88-91]. Umgekehrt wird die PCT-Produktion durch Interferon-���� �D�E�J�H�V�F�K�Z�l�F�K�W���� �G�D�V��

primär als Reaktion auf eine Virusinfektion sezerniert wird [92]. 

Wie bereits beschrieben (Kapitel 1.4.2), besitzt PCT einen diagnostischen Wert für die 

Diagnostik einer z. B. bakteriellen Sepsis. Verschiedene Arbeitsgruppen haben den 

diagnostischen Wert von PCT untersucht und die Aussagekraft von PCT für die 

Differenzierung zwischen einer bakteriellen und einer aseptischen Meningitis (insbesondere 

virale Meningitis) evaluiert. Ein solcher Marker wäre von großem Wert, da eine frühzeitige 

Erkennung einer bakteriellen bzw. viralen Meningitis entscheidend für die rechtzeitige 

Einleitung einer Behandlung und zur Verbesserung der Prognose ist. Des Weiteren könnte 

eine zuverlässige Methode der Diskriminierung der beiden Meningitis-Arten helfen, eine nicht 

benötigte Antibiotikabehandlung einzuschränken. Eine Literaturrecherche (Velissaris D. et al., 

2018; [93]) der aktuell veröffentlichen Literatur über die Verwendung von PCT als 

diagnostischer Marker bei Erwachsenen mit Meningitis, unter Einbezug von 38 Publikationen, 

kam zur Schlussfolgerung, dass die Daten zu Procalcitonin in der Zerebrospinalflüssigkeit 

begrenzt sind. Dahingegen zeigten die veröffentlichen Daten, dass das Serum-PCT, im 

Vergleich zu anderen Markern, ein besserer Sepsis-Biomarker bei einer akuten Meningitis ist 

und helfen kann, eine bakterielle von einer viralen Meningitis zu unterscheiden [93].  

1.5.2 Optimierung von Belastungs- und Anpassungsmanagement im Spitzensport  

International konkurrenzfähiger Spitzensport ist über Belastungs- und 

Anpassungsmanagement möglich, bedingt aber eine mittel- und langfristig effizientere und auf 

die individuellen Bedürfnisse angepasste Methodik der Trainings- und Wettkampfsteuerung. 

Hierfür ist die Aufklärung der komplexen Prozesse, die die Anpassungsfähigkeit des 

menschlichen Körpers an spezifische Trainingsreize bestimmen, entscheidend für die 

Verbesserung der sportlichen Leistung [94]. Die Reaktionen auf Bewegung, systemische und 

physiologische Reize, sind komplex und noch nicht gut verstanden. Sie umfassen ein breites 

Spektrum von metabolischen, immunologischen und hormonellen Veränderungen. Bekannt 

ist, dass die systematische Reaktion auf akute Belastung abhängig von der Art, Dauer und 

Intensität der Belastung ist [94, 95]. Verschiedene Forschungsgruppen untersuchen die 

spezifischen Reaktionen auf verschiedene Belastungen unter Berücksichtigung der 
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trainingsinduzierten Reaktionen von Zytokinen [94, 96-98]. Zum Beispiel steigt bei 

Ausdauerbelastungen unterschiedlicher Arten die IL-6 Konzentration um das 1- bis 100-Fache 

an, wohingegen kurze Übungsdauern oder geringe Intensitäten der Belastungen zu keiner 

Erhöhung der IL-6 Konzentrationen führten [99]. Unterschiedliche Studien berichten über 

erhöhte Konzentrationen von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-1RA, IL-10, IL-12p40, 

IL-4 und MCP-1 nach verschiedenen Belastungsarten, einschließlich kurzer maximaler 

Belastung [100, 101], Widerstandstraining [100, 102-104], intensives exzentrisches Radfahren 

[105] und Marathon bzw. Triathlon [98, 100, 106, 107]. Neben der Vermittlung von 

immunologischen Reaktionen wurden verschiedene nicht-immunologische Funktionen bzw. 

Prozesse beschrieben (u. a. Prozess der Muskelveränderung bzw. -anpassung auf zellulärer 

Ebene), die von bestimmtem Zytokinen (z. B. IL-6) beeinflusst werden [108, 109]. 

Untersuchungen zu einem Zusammenhang zwischen der PCT-Konzentration im Blut und 

sportlicher Belastung weisen darauf hin, dass Belastungen das PCT-Niveau beeinflussen, 

PCT aber erst 4 h nach der Belastung nachweisbar ist und 8-24 h nach der Belastung ein 

Plateau erreicht wird [110-112]. 
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2 Zielsetzung 

Proteinbiomarker sind wichtige Indikatoren für physiologische oder pathologische Prozesse. 

Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Prognose und Diagnose von Krankheiten bzw. 

biologischen Prozessen und sind auch wichtiger Bestandteil in der Arzneimittelentwicklung. 

Viele dieser Biomarker liegen z. B. im menschlichen Blut jedoch in sehr niedrigen 

Konzentrationen vor und lassen sich mit herkömmlichen Immunoassays (gebräuchlichste 

Analysemethode), aufgrund der fehlenden Sensitivität oftmals nicht quantifizieren. Es kommt 

also häufig vor, dass Biomarker-Messungen in biologischen Flüssigkeiten (z. B. Serum, 

Plasma, Liquor) unter die Bestimmungsgrenze fallen, wodurch quantitative Analysen und die 

Interpretation von Biomarker-Ergebnissen beeinträchtigt werden. Diese fehlende Sensitivität 

führte in den vergangenen Jahren und Jahrzehnte zur Entwicklung von Immunoassay-

Technologien mit gesteigerten Sensitivitäten, wie der Single Molecule Array (Simoa) -

Technologie der Firma Quanterix. 

Die Simoa-Technologie ist eine Mikrosphären-basierte hochsensitive Immunoassay-Plattform. 

Die Sensitivitätssteigerung basiert auf der Detektion von einzelnen enzymmarkierten 

Immunkomplexen, unter anderem aufgrund eines stark reduzierten Reaktionsraumes und 

durch eine enzymatische Signalamplifikation, analog zum klassischen ELISA. Dies führt zu 

Sensitivitätssteigerungen um den Faktor 10 bis 100 und ermöglicht die Proteinbestimmung bis 

in den niedrigen f�J�Â�P�/-1-Konzentrationsbereich. Diese nun erreichbaren Sensitivitäten könnten 

dabei helfen neue diagnostische Biomarker zu identifizieren und deren Aussagekraft durch die 

Detektion von sehr geringen Konzentrationsänderungen, beziehungsweise der Analyse von 

niedrigsten Analytkonzentrationen, zu verbessern. 

Ziel dieser Arbeit war es fünf hochsensitive Simoa-Immunoassays für die Quantifizierung von 

Interferon-�������,�Q�W�H�U�O�H�X�N�L�Q-2, Interleukin-10, Interleukin-17A und Procalcitonin zu entwickeln, die 

eine schnelle, präzise und sensitive Bestimmung dieser Analyten in Plasma, Serum und CSF 

ermöglichen sollten. Nach der Entwicklung der fünf hochsensitiven Simoa-Assays sollten diese 

validiert werden, um die Qualität und die Eignung zur Quantifizierung der Analyten zu prüfen. 

Mit den entwickelten und validierten hochsensitiven Assays sollte die Anwendbarkeit zur 

Bestimmung der Analytkonzentrationen in humanen Proben gesunder Spender geprüft 

werden. Um zwischen gesunden und kranken Zuständen unterscheiden zu können, sind 

solche Referenzbereiche von großer Bedeutung und durch die gesteigerte Sensitivität nun ggf. 

erfassbar. 

Anschließend sollte die Eignung der Analyten als Biomarker unter Verwendung der 

entwickelten Simoa-Assays durch Analyse verschiedener Patientenproben gezeigt werden. 

Anhand von Patientenproben mit diagnostizierter bakterieller oder viraler Meningitis sollte 
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untersucht werden, inwiefern die PCT-Konzentrationsbestimmung im niedrigen pg�Âml-1-

Konzentrationsbereich es ermöglichen könnten, PCT auch als Biomarker für eine virale 

Meningitis im Rahmen der Diagnose der Erkrankung einzusetzen. Hierzu sollte untersucht 

werden, ob es signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit diagnostizierter viraler 

Meningitis, diagnostizierter bakterieller Meningitis und gesunden Spender gibt. 

Abschließend sollte untersucht werden, ob die durch den Einsatz der entwickelten Simoa-

Assays erhöhte Sensitivität es ermöglicht, neue Biomarker zur Identifikation von Trainings- 

und Belastungsprozesses bei Sportlern zu identifizieren. 
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Tabelle 6 : WHO-Referenzmaterial. 

Analyt Beschreibung Produkt-Nr. Hersteller 

Human IL-2 WHO Internationaler Standard (Human rDNS 
abgeleitet, IL-2 Protein E.coli exprimiert, 
Sequenz nicht bekannt) 

86/500 NIBSC  
(South Mimms, UK) 

Human IL-10 WHO Internationaler Standard (Human rDNS 
abgeleitet, IL-10 Protein E.coli exprimiert, 
Sequenz nicht bekannt) 

93/722 NIBSC 

Human IL-17A WHO Internationaler Standard (Human rDNS 
abgeleitet, IL-17A Protein E.coli exprimiert, 
Sequenz nicht bekannt) 

01/420 NIBSC 

 

3.1.3 Humanes und tierisches Plasma 

Tabelle 7 : Humanes Plasma. 

Name Beschreibung Hersteller / Vertrieb 

Human Plasma 1 Gepooltes Human-K2-EDTA-Plasma 
(weibliche + männliche Spender) 

Sera Laboratories  
(Haywards Heath, UK) 

Human Plasma 2 Gepooltes Human-K2-EDTA-Plasma 
(weibliche + männliche Spender) 

Innovative Research  
(Novi, MI, US) 

 

Tabelle 8 : Tierisches Plasma. 

Name Beschreibung Hersteller / Vertrieb 

Schweineplasma 
(porcines Plasma) 

Gepooltes Schweine-K2-EDTA-Plasma von 
(weibliche + männliche Tiere) 

Sera Laboratories 

Rinderplasma 
(bovines Plasma) 

Gepooltes Rinder-K2-EDTA-Plasma 
(weibliche + männliche Tiere) 

Sera Laboratories 

Schafsplasma 
(ovines Plasma) 

Gepooltes Schafs-K2-EDTA-Plasma 
(weibliche + männliche Tiere) 

Sera Laboratories 

 

3.1.4 Reagenzien und Chemikalien 

Tabelle 9 : Reagenzien und Chemikalien. 

Reagenz / Chemikalie Hersteller / Vertrieb 

Bovines Serum Albumin (BSA) Proliant Biologicals (Ankeny, IA, US) 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) Thermo Fisher Scientific 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US) 

Glycerin Sigma-Aldrich 

NHS-PEG4-Biotin Thermo Fisher Scientific 

Proclin300 Thermo Fisher Scientific 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Fisher Scientific (Hampton, NH, US) 

Resorufin ��-D-Galaktopyranosid (RGP) Quanterix (Lexington, MA, US) 

Sulfo-N-hydroxysuccinimid (sNHS), Thermo Fisher Scientific 

Streptavidin-��-galaktosidase (SBG) Quanterix  

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween-20) Sigma-Aldrich 

Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl]-ether 
(Triton X-100)  

Sigma-Aldrich 
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterialien Hersteller / Vertrieb 

96-Kavitäten-Platte für KingFisher (tief) Thermo Fisher Scientific 

Filtropur S 0,2 Sarstedt (Nümbrecht, DE) 

Reaktionsgefäße, 1,5 mL Vetter (Ammerbuch, DE) 

Simoa-Auslesediscs Quanterix 

Simoa-Küvetten  Quanterix 

Simoa-Reagenzienflaschen Quanterix 

Simoa-Spitzen (leitfähig) Quanterix 

Simoa-Öl Quanterix 

96 Kavitäten-Mikrotiterplatten  Thermo Fisher Scientific  

Zentrifugalkonzentratoren, 100 kDa Merck (Darmstadt, DE) 
 

3.1.6 Puffer und Lösungen  

Tabelle 11: Puffer und Lösungen. 

Puffer / Lösungen Zusammensetzung / Hersteller 

Aktivierungsmix 1 0,5 mg·mL-1 EDC in Immobilisierungspuffer 

Aktivierungsmix 2 5,0 mg·mL-1 EDC + 5,0 mg·mL-1 sNHS in 
Immobilisierungspuffer 

Aktivierungsmix 3  5,0 mg·mL-1 EDC + 0,01 % Triton X-100 (v/v) in 
Immobilisierungspuffer  

Aktivierungsmix 4 5,0 mg·mL-1 EDC + 5,0 mg·mL-1 sNHS + 0,01 % Triton X-100 
(v/v) Immobilisierungspuffer 

Blockierungspuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Biotinylierungspuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Detektionsantikörperlagerpuffer Biotinylierungspuffer + 0,05 % ProClin300 (v/v) 

Detektionsantikörperverdünnungspuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Immobilisierungspuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Immobilisierungspuffer 2 Immobilisierungspuffer + 0,01 % Triton X-100 (v/v) 

Mikrosphärenpuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Mikrosphärenlagerspuffer Mikrosphärenpuffer + 0,05 % ProClin300 (v/v) 

SBG-Verdünnungspuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

Waschpuffer Quanterix (Zusammensetzung nicht verfügbar) 

3.1.7 Geräte und Software 

Tabelle 12: Geräte. 

Geräte Hersteller 

DynaMag-Spin Magnet Thermo Fisher Scientific 

HD-1 Analysegerät Quanterix 

Hula Mixer  Thermo Fisher Scientific 

KingFisher 96 / KingFisher Flex Thermo Fisher Scientific 

Mikrozentrifuge, MiniStar silverline VWR (Darmstadt, DE) 

pH-Meter 766 Knick (Berlin, DE) 

Ultraschallbad Sonorex Bandelin electronic (Berlin, DE) 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries (Bohemia, NY, US) 

Zentrifuge 5417R Eppendorf 
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Tabelle 13: Software. 

Geräte Hersteller 

BindIt Software 3.1 Thermo Fisher Scientific 

Simo HD-1, Version 1.3 + 1.5 Quanterix 

EndNote X7 Clarivate Analytics (Philadelphia, PA, US) 

OriginPro 2015G Additive (Friedrichsdorf, DE) 

Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation (Redmond, WA, US) 

XLfit 5.3.1.3 IDBS (Guildford, UK) 
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Überstand abgenommen und 200 µL Antikörperlösung hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte 

für 2 h bei Raumtemperatur (Abk.: RT) im Hula-Mixer. Nach dem Immobilisierungsschritt 

wurden die Mikrosphären mit 200 µL Waschpuffer gewaschen, der Überstand abgenommen 

und 200 µL Blockierungspuffer hinzugeben. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei RT im Hula-

Mixer. Anschließend wurden die Mikrosphären zweimal mit 200 µL Waschpuffer, einmal mit 

200 µL Mikrosphärenlagerpuffer gewaschen und in 200 µL Mikrosphärenlagerpuffer 

aufgenommen. Die Lagerung der Mikrosphären erfolgt bei 2 bis 8 °C.  

Der Übertrag des händischen Protokolls der Immobilisierung auf einen semi-automatisierten 

Prozess erfolgte mittels eines Magnetpartikelprozessors (KingFisher System, Thermo Fisher 

Scientific). Hierbei werden paramagnetische Mikrosphären mit Hilfe eines Magnetkamms 

zwischen acht Mikrotiterplatten transferiert.  

Für die Immobilisierung mit dem KingFisher Magnetpartikelprozessor wurde das Verhältnis 

zwischen Antikörpermenge und Mikrosphärenzahl (100 µg Antikörper auf 

2,98·108 Mikrosphären) identisch zur manuellen Immobilisierung eingesetzt. Die 

Inkubationszeiten der Aktivierung, Immobilisierung und Blockierung blieben ebenfalls 

dieselben. Alle benötigten Reagenzien, wie Antikörperlösung, Aktivierungsmix, 

Blockierungspuffer und Waschlösungen wurden in 96-Kavitäten-Platten (1,2 mL 

Fassungsvermögen einer Kavität) vorgelegt. Die Aktivierung der Mikrosphären erfolgte mit 

200 µL Aktivierungsmix 3 oder Aktivierungsmix 4. Die Volumina der Waschlösungen wurden 

von 200 µL auf 400 µL erhöht und die Waschschritte mit Immbobilisierungspuffer 2 oder 

Waschpuffer durchgeführt (Tabelle 14).  

Tabelle 14: Plattenbelegung für die Immobilisierung mit dem KingFisher System. 
Platten-Nr. Protokoll-

Nr. 
Volumen 
(µL) 

Inhalt Funktion 

1 1 300 8.4 x 108 Mikrosphären in 
Waschpuffer  

Sammeln der Mikrosphären 

2 1 400 Waschpuffer Waschen 

3 1 400 Waschpuffer Waschen 

4 1 400 Immbobilisierungspuffer 2 Waschen 

5 1 und 2 400 Immbobilisierungspuffer 2 Waschen 

6 2 200 Aktivierungsmix 3 oder 4 Aktivierung der Mikrosphären 

7 2 400 Immbobilisierungspuffer 2 Wasche 

8 2 400 Immbobilisierungspuffer 2 Waschen 

9 2 200 Antikörper-Lösung Immobilisierung von Antikörpern 

10 2 400 Waschpuffer Waschen 

11 2 400 Waschpuffer Waschen 

12 2 400 Blockierungspuffer Blockierung und Abgabe der 
Mikrosphären 

 

Der Immobilisierungsprozess wurde mit zwei nacheinander ausgeführten KingFisher-

Protokollen durchgeführt (maximale Anzahl an Plattenpositionen im KingFisher = 8). In einem 

letzten Schritt wurden die Mikrosphären manuell aus Platte-Nr. 12 in ein 1,5 mL 
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Reaktionsgefäß überführt, jeweils mit 200 µL Waschpuffer (zweimal) und 

Mikrosphärenlagerpuffer (einmal) gewaschen und in 200 µL Mikrosphärenlagerpuffer 

aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei 2 bis 8 °C. Die Immobilisierung der Antikörper 

erfolgte mit sNHS für die Analyten IL-10, IL-2 und IL-17. Für die Analyten IFN-�� und PCT 

erfolgte die Immobilisierung ohne sNHS. 

3.2.1.2 Biotinylierung von Antikörpern 

Für die Biotinylierung wurde ein NHS-PEG4-Biotin Reagenz verwendet. Vor der Biotinylierung 

der Antikörper wurde ein Pufferaustausch mit Zentrifugalkonzentratoren nach 

Herstellerangaben unter Verwendung von 120 µg Antikörper durchgeführt. Der 

Antikörperlagerungspuffer wurde während des Prozesses durch Biotinylierungspuffer ersetzt. 

Die Konzentration der Antikörperlösung wurde mittels UV/VIS Messung (�� = 280 nm, �0 = 

1,4 L·mol-1·cm-1) bestimmt und mit Biotinylierungspuffer auf eine finale Arbeitskonzentration 

von 1,0 mg·mL-1 eingestellt. 100 µL der Antikörperlösung wurden in ein 1,5 mL 

Reaktionsgefäß überführt und 4,5 µL einer 2,0 mg·mL -1-Biotinlösung hinzugegeben (23-

fachen molarer Biotinüberschuss) und gemischt. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 

30 min bei RT. Das nicht gebundene Biotin wurde mit Hilfe von Zentrifugalkonzentratoren nach 

Herstellerprotokoll entfernt. Nach dem Aufreinigungsschritt wurde die Konzentration der 

Antikörperlösung erneut mittels UV/VIS-Messung (�� = 280 nm, �0 = 1,4 L·mol-1·cm-1) bestimmt 

und anschließend mit Detektionsantikörperlagerungspuffer auf eine finale Konzentration von 

0,20 mg·mL-1 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei 2 bis 8 °C. 

3.2.2 Simoa-Immunoassay �± Durchführung 

Die Durchführung aller Simoa-Immunoassays erfolgte mit einem vollautomatisierten Simoa 

HD1-Analysegerät. Die Immobilisierung der Fängerantikörper auf Mikrosphären und ggf. die 

Biotinylierung der Detektionsantikörper (finale Antikörperkombinationen siehe Tabelle 15) 

erfolgte wie beschrieben. Reagenzien wurden in Simoa-Reagenzienflaschen vorgelegt. Zu 

analysierende Proben wurden in 96-Kavitäten-Platten vorgelegt. Die 

Mikrosphärenstocklösung wurde in Mikrosphärenpuffer verdünnt und auf eine Mikrosphären-

Konzentration von 2,5·108 MP·mL-1 eingestellt. Zusätzlich zu den aktiven Mikrosphären 

wurden Helfer-Mikrosphären mit 2,5·108 MP·mL-1 eingesetzt, die gesamt Mikrosphärenzahl 

betrug demnach 5,0·108 MP·mL-1. Der Detektionsantikörper wurde in 

Detektionsantikörperverdünnungspuffer, auf die entsprechend optimierte Arbeitskonzentration 

(Tabelle 16) verdünnt. Die Streptavidin-��-Galaktosidase (Abk.: SBG) wurde in SBG-

Verdünnungspuffer auf die Arbeitskonzentration (Tabelle 16) verdünnt. Das Resorufin ��-D-

Galaktopyranosid (Abk.: RGP) wurde, wie vom Hersteller bezogen, eingesetzt (keine 

Konzentrationsangaben vorhanden). 
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Tabelle 15: Finale Antikörperpaare der entwickelten Simoa-Immunoassays 
�Ä�)�$�³��� ���)�l�Q�J�H�U�D�Q�W�L�N�|�U�S�H�U�����Ä�'�$�³��� ���'�H�W�H�N�W�L�R�Q�V�D�Q�W�L�N�|�U�S�H�U�����Ä�0�.�³��� ���0�R�Q�R�N�O�R�Q�D�O�� 

Analyt Antikörperpaar 
(Bezeichnung) 

FA  
(Hersteller, 
Produktnr.) 

FA  
(Spezies, 
Klonalität) 

DA  
(Hersteller, 
Produktnr.) 

DA  
(Spezies, 
Klonalität) 

IFN-�� FA1 x DA2 R&D Systems, 
MAB2858 

Maus, MK ThermoFisher 
Scientific, M701 

Maus, MK 

IL-2 FA3 x DA1 R&D Systems, 
MAB620 

Maus, MK BD Pharmingen, 
555040 

Maus, MK 

IL-10 FA1 x DA2 BD Pharmingen, 
554705 

Ratte, MK BD Pharmingen, 
554499 

Ratte, MK 

IL-17 FA2 x DA2 Mabtech, MT44.6 Maus, MK Mabtech, MT504 Maus, MK 

PCT FA1 x DA1 Helmholz Zentrum 
München, PCT4A6 

Ratte, MK Helmholz Zentrum 
München, PCT2F3 

Ratte, MK 

 

Bei den entwickelten Simoa-Immunoassays handelt es sich um Immunoassays im 2- oder 3- 

Schrittformat (Tabelle 16). Bei einem 3-Schritt-Assay wurden in einem ersten Schritt 25 µL der 

Mikrosphärenlösung mit 75 µL Probe für 30 min inkubiert. Nach mehreren Waschschritten 

wurden 100 µL der Detektionsantikörperlösung hinzugegeben und für 5 min und 15 s inkubiert 

(2. Schritt). Nach erneuten Waschschritten wurden 100 µL SBG-Lösung hinzugegeben und für 

5 min und 15 s inkubiert (3. Schritt). Bei einem 2-Schritt-Assay wurden 25 µL 

Mikrosphärenlösung und 25 µL Detektionsantikörperlösung mit 50 µL Probe für 35 min und 

15 s inkubiert (1. Schritt). Nach mehreren Waschschritten wurden 100 µL SBG-Lösung 

hinzugegeben und für 5 min und 15 s inkubiert (2. Schritt). Bei beiden Formaten folgten nach 

der Inkubation mit SBG, Waschschritte und anschließend die Zugabe von 20 µL RGB. Nach 

Hinzugabe des Enzymsubstrates wurde die Lösung gemischt und 15 µL in einen Array einer 

Simoa-Auslesedisc überführt. Anschließend wurde der Array mit Öl versiegelt und analysiert. 

Die automatisierte Bildanalyse erfolgt durch die Simoa-Analysesoftware (hier eingesetzte 

Versionen: 1.3 und 1.5). 

Tabelle 16: Überblick der Simoa-Immunoassays. 
Assayformat/ 
Reagenzienkonzentration 

Simoa-Assay 
IFN-�� IL-2 IL-10 IL-17 PCT 

Assayformat 3-Schritt 2-Schritt 2-Schritt 3-Schritt 3-Schritt 

Mikrosphären-Konzentration (MP·mL-1) 5,0·108 

Detektionsantikörperkonzentration (µg·mL -1) 0,5 2,0 0,5 1,0 1,0 

SBG-Konzentration (pM) 300 150 150 150 150 

RGP-Konzentration nicht bekannt (wie von Hersteller bezogen) 

 

Für die Bestimmung der Analytkonzentration in Proben mit Simoa-Immunoassays ist der 

Einsatz von Kalibriergeraden notwendig, wofür rekombinante Proteine eingesetzt werden. Die 

eingesetzten Kalibriergeraden setzten sich aus sieben Konzentrationsleveln (Tabelle 17) des 

rekombinanten Proteins und einem Nullwertkalibrator (CAL 8 = Standard- und Probenpuffer) 

zusammen. 
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Tabelle 17: Standardkonzentrationen der Kalibriergeraden. 

Kalibrierpunkt 
Simoa-Assay - Konzentration (pg·mL -1) 

IFN-�� IL-2 IL-10 IL-17 PCT 

CAL 1 100 60,0 13,00 40,0 900 

CAL 2 20,0 15,0 3,25 10,0 300 

CAL 3 4,00 3,75 0,813 2,50 100 

CAL 4 0,800 0,938 0,203 0,630 33,3 

CAL 5 0,160 0,234 0,051 0,160 11,1 

CAL 6 0,032 0,059 0,013 0,039 3,70 

CAL 7 0,006 0,015 0,003 0,010 1,23 

CAL 8 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

 

Das jeweilige rekombinante Protein wird in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) seriell auf 

die benötigten Kalibratorkonzentrationen verdünnt. 
 

Tabelle 18: Zusammensetzung der Standard- und Probenpuffer. 
Simoa-Assay Zusammensetzung Standard- und Probenpuffer 

IFN-�� 20 % Rinder-EDTA-Plasma (v/v), 0,25 % Tween20 (v/v) in PBS 

IL-2 20 % Rinder-EDTA-Plasma (v/v), 0,25 % Tween20 (v/v) in PBS 

IL-10 10 % Schweine- EDTA-Plasma (v/v), 0,25 % Tween20 (v/v) in PBS 

IL-17 10 % Schweine-EDTA-Plasma (v/v), 0,25 % Tween20 (v/v) in PBS 

PCT 4,0 % BSA (w/v), 0,3 % K2 EDTA (w/v), 0,25 % Tween20 (v/v) in PBS 

 

3.2.3 Entwicklung von Immunoassays 

3.2.3.1 Allgemeines 

Die Qualität von Immunoassays ist abhängig von vielen verschiedenen Faktoren. Großen 

Einfluss haben die eingesetzten Antikörper, Puffer und die Detektionstechnik. Im Rahmen der 

Entwicklung von Immunoassays werden diese Parameter optimiert, um einen möglichst 

präzisen, spezifischen und sensitiven Immunoassay zu entwickeln. 

3.2.3.2 Identifikation geeigneter Antikörperpaare  

Für die Entwicklung der Simoa-Immunoassays wurden kommerziell erhältliche Antikörper 

(Tabelle 3 und Tabelle 4) und rekombinante Proteine (Tabelle 5) eingesetzt. Die Antikörper 

wurden kreuzgetestet (jede mögliche Antikörperkombination wurde getestet) und die 

Ergebnisse aller getesteten Kombinationen basierend auf den Kalibriergeraden evaluiert. 

Hierbei war das Bewertungskriterium eine möglichst hohe Sensitivität, bewertet durch das 

Signal-Rausch-Verhältnis (S/N-Verhältnis), dem Hintergrundsignal und dem Kurvenverlauf. 

Für den Einsatz als Fängerantikörper wurden die Antikörper mit einer Konzentration von 

0,50 mg·mL-1 immobilisiert (siehe Kapitel 3.2.1.1). Detektionsantikörper wurden mit einem 23-

fach molaren Biotinüberschuss biotinyliert (siehe Kapitel 3.2.1.2). Für die Herstellung der 



Material und Methoden 

 

34 

Kalibriergeraden der initialen Versuche wurde PBS versetzt mit 2 % BSA (w/v) und 0,25 % 

Tween20 (v/v) eingesetzt. Die getesteten Konzentrationsbereiche der Simoa-Assays für IFN-�� 

und IL-10 waren 0,0064 bis 100 pg·mL-1, der des IL-2 Simoa-Assays war 0,122 bis 50,0 pg·mL-

1. Für IL-17 wurde ein Konzentrationsbereich von 0,016 bis 250 pg·mL-1 und für PCT von 0,23 

bis 500 pg·mL-1 getestet. Die Kalibriergeraden bestanden aus sieben Kalibratorpunkten und 

einer Leerwertbestimmung (Hintergrundsignal). Die Detektion erfolgte mit 0,50 µg·mL-1 

Detektionsantikörperantikörper und 150 pM SBG. Alle Versuche wurden im 2-

Schrittassayformat durchgeführt. 

3.2.3.3 Ermittlung eines geeigneten Assayprotokolls 

Ein wichtiger Parameter für die Optimierung von Simoa-Immunoassays ist die Wahl des 

Assayprotokolls. In dieser Arbeit wurden 2-Schritt- und 3-Schrittassayformate getestet und 

verglichen. Die Durchführung der Protokolle erfolgte wie in Kapitel 3.2.2 dieser Arbeit 

beschrieben. Die Bewertung der Ergebnisse erfolgte anhand der Kalibriergeraden und der 

höchsten erreichten Sensitivität.  

3.2.3.4 Optimierung der Pufferzusammensetzung 

Bei der Entwicklung von Immunoassays ist die Reduktion von unspezifischen Bindungen, 

Kreuzreaktivitäten und Matrixeffekten essenziell. Um die verwendeten Assaypuffer der Simoa-

Assays an die Zielmatrix anzugleichen wurde PBS als Basis mit Proteinen, wie BSA oder 

Tierplasma versetzt. Als Standard- und Probenpuffer wurden folgende Puffer getestet: PBS 

versetzt mit 0,25 %Tween20 (v/v) und 5 bzw. 10 % Schweine-EDTA-Plasma (K2), 10 bzw. 

20 % Rinder-EDTA-Plasma (K2), 10 % Schafs-EDTA-Plasma (K2) oder 2 bzw. 4 % BSA. Die 

Bewertung der Ergebnisse erfolgte anhand der Kalibriergeraden und der Analyse von 

humanen Plasmaproben. 

3.2.3.5 Optimierung der Konzentrationen der Reagenzien 

Ein weiterer wichtiger Parameter für die Optimierung von Simoa-Immunoassays sind die 

Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien. In dieser Arbeit wurden die jeweilige 

Detektionsantikörper- und die Streptavidin-��-galaktosidaskonzentration optimiert. Hierfür 

wurden die Konzentrationen beider Reagenzien variiert und gegeneinander getestet. Als 

Standardkonzentrationen wurden eine 0,50 µg·mL-1 konzentrierte Detektionsantikörperlösung 

und eine 150 �S�0���N�R�Q�]�H�Q�W�U�L�H�U�W�H���6�ú�*-Lösung verwendet. 

Getestet wurden Detektionsantikörperkonzentrationen zwischen 0,25 und 2,0 µg·mL-1 und 

SBG-Konzentrationen zwischen 30 und 300 pM. Die Bewertung der Ergebnisse erfolgte 

anhand der Kalibriergeraden und der höchsten erreichten Sensitivität. 
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3.2.4 Validierung der entwickelten Simoa-Immunoassays 

3.2.4.1 Validierungsrichtlinien und Parameter 

Die Validierung der Simoa-Immunoassays erfolgten in einem zweckgerichteten Ansatz (engl.: 

fit-for-purpose approach) [27, 28] unter Berücksichtigung von Richtlinien der Europäischen 

Arzneimittel-Agentur (Abk.: EMA) und der US-amerikanischen Behörde für Lebens- und 

Arzneimittel (Abk.: FDA) [23, 24], insofern diese Richtlinien auf Liganden-Bindungsassays 

übertragbar waren.  

Während der Validierung wurden folgende Immunoassay-Parameter bestimmt: 

Kalibrierkurvenmodell, Bestimmungsgrenzen (obere- und untere Bestimmungsgrenze), 

Nachweisgrenze, Präzision (Intraassay- und Interassay-Präzision), Wiederfindungsrate, 

Verdünnungslinearität, Parallelität und Analytstabilität (Kurzzeitstabilität und die Stabilität 

gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen).  

3.2.4.2 Generierung von Qualitätskontrollproben 

Für die Generierung von Qualitätskontrollproben (Abk.: QC-Proben) wurde die endogene 

Analytkonzentration mit den entwickelten Simoa-Immunoassays, in zwei humanen EDTA-

Plasmaproben bestimmt. Nach Bestimmung der endogenen Analytkonzentration wurden die 

Proben, durch das Verdünnen in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) oder durch das 

Versetzen mit rekombinantem Protein (Tabelle 5) auf die gewünschte Analytkonzentration 

eingestellt. War die endogene Analytkonzentration im vorgesehenen Bereich, konnten die 

Proben ohne Vorbehandlung als QC-Proben eingesetzt werden (Konzentration des 

rekombinanten Proteins = 0,00 pg·mL-1 und Verdünnungsfaktor zur Herstellung der QC-Probe 

= 0). Die eingestellten Konzentrationen der QC-Proben wurden entsprechend dem 

Messbereich des Simoa-Immunoassays gewählt umso den oberen, mittleren und unteren 

Bereich der Kalibrierkurve abzudecken (Tabelle 19). Nach Herstellung der QC-Proben wurden 

diese für den einmal Gebrauch aliquotiert und bei < -60 °C tiefgefroren. Vor Analyse der 

hergestellten QC-Proben wurden diese in Standard- und Probenpuffer verdünnt 

(Verdünnungsfaktor siehe Tabelle 19). 
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Tabelle 19: Herstellung der Qualitätskontrollproben. 
�Ä�1�9�³��� ���1�L�F�K�W���Y�R�U�K�D�Q�G�H�Q (es war keine Probe im entsprechenden Konzentrationsbereich vorgesehen). 
Simoa-Assay Herstellung  Qualitätskontrollproben 

QC 1 QC 2 QC 3 QC 4 QC 5 

IFN-�� Human K2 EDTA-Plasma  1 1 2 2 1 

 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 40,0 2,00 0,00 0,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Herstellung) 0 0 0 2 1,5 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 1,5 

IL-2 Human K2 EDTA-Plasma 2 2 2 2 2 

 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 40,0 6,00 2,00 0,25 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Herstellung) 0 0 0 0 0 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 2 

IL-10 Human K2 EDTA-Plasma 1 1 1 1 

NV 
 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 400 0,00 0,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Herstellung) 0 0 5 10 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 4 

IL-17 Human K2 EDTA-Plasma 2 2 2 2 

NV 
 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 80,0 8,00 2,40 0,40 

 Verdünnungsfaktor (Herstellung) 0 0 0 0 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 3 

PCT Human K2 EDTA-Plasma 2 2 2 2 2 

 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 300 90,0 10,0 0,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Herstellung) 0 0 0 0 3 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 7,5 

 

3.2.4.3 Validierung des Kalibrierkurvenmodells 

Die Validierung des Kalibrierkurvenmodells erfolgte durch die Durchführung von fünf bis acht 

unabhängigen Experimenten, in denen die Kalibrierkurve (Tabelle 17) in Duplikaten analysiert 

wurde. Es wurden für alle Messpunkte der Kalibrierkurve die Wiederfindungsrate und die 

Präzision, anhand des Variationskoeffizienten (Abk.: VK) in %, der rückgerechneten 

Konzentrationsmittelwerte über alle durchgeführten Analysen ermittelt. Die festgelegten 

Akzeptanzkriterien waren eine Wiederfindungsrate (Abk.: WFR) von 80 bis 120 % (bezogen 

auf die eingesetzte Konzentration) und eine Präzision von kleiner als 20 % VK. 

Um die Richtigkeit der finalen Kalibrierkurven zu untersuchen, wurde, wenn vorhanden, eine 

Kalibrierung des Standardproteins mit WHO-Referenzmaterial durchgeführt. Für die Analyten 

IL-2, IL-10 und IL-17 wurde WHO-Referenzmaterial bezogen. Für die Analyten IFN-�����X�Q�G���3�&�7��

war kein Referenzmaterial verfügbar und eine Kalibrierung durch anerkanntes 

Referenzmaterial konnte nicht durchgeführt werden. Das WHO-Referenzmaterial wurde auf 

die Konzentrationen der jeweiligen Standardkalibratoren (CAL 1 bis CAL 7) mit Standard- und 

Probenpuffer verdünnt und in Triplikaten analysiert. Die erhaltenen Signalwerte für die WHO-

Standardkalibratoren wurden für die Berechnung der Konzentrationswerte mit der jeweiligen 

Kalibrierkurve zurückgerechnet. Der Korrekturfaktor wurde als Verhältnis von nominaler und 
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gemessener Konzentration, gemittelt über sechs rückgerechnete Konzentrationen (WHO 1 - 

WHO 6), bestimmt. 

3.2.4.4 Ermittlung der Bestimmungsgrenzen 

Für die Ermittlung der unteren Bestimmungsgrenze wurde ausgehend von CAL 4 (Tabelle 17) 

eine Verdünnungsreihe erstellt. Hierfür wurde CAL 4 für sieben- bis achtmal mit einem 

Verdünnungsfaktor von zwei in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt. Die 

Verdünnungsreihe wurde anschließend in drei unabhängigen Experimenten an drei 

unabhängigen Tagen analysiert und jede Verdünnung in Triplikaten analysiert. Für die 

Ermittlung der Bestimmungsgrenze wurden die Wiederfindungsrate, bezogen auf CAL 4, und 

die Präzision (VK%) der rückgerechneten Konzentrationsmittelwerte über die durchgeführten 

Analysen ermittelt. Die festgelegten Akzeptanzkriterien waren eine Wiederfindungsrate von 75 

bis 125 % und eine Präzision von kleiner als 25 % VK. Als untere Bestimmungsgrenze wurde 

die niedrigste Konzentration definiert, bei welcher beide Akzeptanzkriterien erfüllt wurden. 

Die Bestimmung der oberen Bestimmungsgrenze (engl.: Upper Limit of Quantification, Abk.: 

ULoQ) erfolgte aus den generierten Ergebnissen der Kalibrierkurven aus fünf bis acht 

unabhängigen Experimenten, in denen die Kalibrierkurven in Duplikaten analysiert wurde. Es 

wurden die Wiederfindungsrate, bezogen auf die eingesetzte Konzentration, und die Präzision 

(VK %) der rückgerechneten Konzentrationsmittelwerte über alle durchgeführten Analysen 

ermittelt. Die festgelegten Akzeptanzkriterien waren eine Wiederfindungsrate von 75 bis 125 % 

und eine Präzision von kleiner als 25 % VK. Als obere Bestimmungsgrenze wurde die höchste 

Kalibratorkonzentration definiert, bei welcher beide Akzeptanzkriterien erfüllt wurden.  

3.2.4.5 Ermittlung der Nachweisgrenze 

Für die Ermittlung der Nachweisgrenze (engl.: Limit of Detection, Abk.: LoD) wurden in einem 

Validierungslauf 20 bis 24 Replikate des Nullwert-Kalibrators (Standard- und Probenpuffer) 

gemessen, und der Mittelwert sowie die Standardabweichung der AEB-Werte 

(Hintergrundsignal) berechnet. Mit Hilfe der AEB-Werte, der Konzentrationen der 

Standardkalibratoren CAL 6 und CAL 7 und dem bestimmten Hintergrundsignal 

(Analytkonzentration = 0 pg·mL-1) wurde eine lineare Regressionsgerade erstellt. Mit der 

erhaltenen Regressionsgeradengleichung wurde die Konzentration des Hintergrundsignals + 

3·Standardabweichung ermittelt. Die erhaltene Konzentration wurde als Nachweisgrenze 

definiert. Für die Definition der Nachweisgrenze wurden keine Akzeptanzkriterien definiert. 

3.2.4.6 Bestimmung der Präzision 

Die Intraassay- und Interassay-Präzision wurden im hohen, mittleren und niedrigen 

Konzentrationsbereich der Simoa-Immunoassays bestimmt. Für die Bestimmung wurden die 
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Qualitätskontrollproben (Herstellung siehe Tabelle 19) verwendet. Die QC-Proben wurden in 

Standard- und Probenpuffer verdünnt (Verdünnungsfaktor siehe Tabelle 19) und anschließend 

analysiert. Die für die Bestimmung der Intraassay- und Interassay Präzision verwendeten QC-

Proben sind in Tabelle 20 gelistet. 

Die Intraassay-Präzision wurde mit drei QC-Proben durch Analyse von 12 Replikaten pro 

Validierungsprobe in einem Validierungslauf bestimmt. Über die rückgerechneten 

Konzentrationsmittelwerte der 12 Replikate wurde die Präzision (VK %) ermittelt. Die 

festgelegten Akzeptanzkriterien waren ein VK % von kleiner als 15 % im mittleren 

Konzentrationsbereich und kleiner als 20 % im niedrigen und hohen Konzentrationsbereich. 

Die Interassay-Präzision wurde anhand von vier bis fünf QC-Proben in vier bis sieben 

unabhängigen Analyseläufen, jeweils in Triplikaten, bestimmt. Über die rückgerechneten 

Konzentrationsmittelwerte der Analyseläufe (Mittelwert der Triplikate) wurde der VK % 

ermittelt. Die festgelegten Akzeptanzkriterien waren ein VK von kleiner als 20 % bzw. kleiner 

30 % um den LLoQ bzw. ULoQ. 

Tabelle 20: Eingesetzte QC-Proben für die Bestimmung der Intraassay- und Interassay-Präzision. 
�Ä�;�³��� ���9�H�U�Z�H�Q�G�Hte QC-Probe zur Bestimmung der Intraassay- bzw. Interassay-�3�U�l�]�L�V�L�R�Q�����Ä���³��� ���1�L�F�K�W���Y�H�U�Z�H�Q�G�H�W�H���4�&-Probe zur 
Bestimmung der Intraassay- bzw. Interassay-Präzision���� �ÄNV�³ = Nicht vorhanden (es war keine Probe im entsprechenden 
Konzentrationsbereich vorgesehen). 
Simoa-Assay Verwendung Qualitätskontrollproben 

QC 1 QC 2 QC 3 QC 4 QC 5 
IFN-�� Intraassay-Präzision X X / X / 

 Interassay-Präzision X X X X X 

IL-2 Intraassay-Präzision / X / X X 

 Interassay-Präzision X X X X X 

IL-10 Intraassay-Präzision X X X / 
NV 

 Interassay-Präzision X X X X 

IL-17 Intraassay-Präzision X / X X 
NV 

 Interassay-Präzision X X X X 

PCT Intraassay-Präzision X / X / X 

 Interassay-Präzision X X X X X 

 

3.2.4.7 Bestimmung der Wiederfindungsrate 

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte im hohen, mittleren und niedrigen 

Konzentrationsbereich der Simoa-Immunoassays. Hierfür wurde humanes EDTA-Plasma, mit 

niedriger endogener Analytkonzentration, mit unterschiedlichen Mengen an rekombinantem 

Protein versetzt (Tabelle 21). War kein humanes Plasma mit niedrigem Analytlevel vorhanden, 

wurde tierisches EDTA-Plasma als Ersatzmatrix, für die Herstellung der Proben, verwendet. 

Die Proben wurden in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt und in Triplikaten in 

einem Validierungslauf analysiert.  
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Tabelle 21: Herstellung der Proben zur Bestimmung der Wiederfindungsrate. 
�Ä�1�9�³��� ���1�L�F�K�W��vorhanden (Probe war nicht vorgesehen). 
Simoa-Assay Herstellung  Wiederfindungsrate 

WR 1 WR 2 WR 3 Ref. 1 Ref. 2 

IFN-�� Spezies (K2 EDTA-Plasma)  Human Human Ratte Human Ratte 

 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 30,0 3,00 0,30 0,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 2 2 2 2 2 

IL-2 Spezies K2 EDTA-Plasma Human Human Human Human 

NV  Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 40,0 2,80 0,28 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 4 4 4 4 

IL-10 Spezies (K2 EDTA-Plasma) Human Human Human Human 

NV  Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 24,0 2,00 0,16 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 8 8 8 8 

IL-17 Spezies (K2 EDTA-Plasma) Human Human Schwein Human Schwein 

 Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 40,0 2,00 0,16 0,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 4 4 4 4 4 

PCT Spezies (K2 EDTA-Plasma) Human  Human Human Human 

NV  Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 300 30,0 6,00 0,00 

 Verdünnungsfaktor (Analyse) 10 10 10 10 

Für die Auswertung wurde die Wiederfindungsrate der rückgerechneten 

Konzentrationsmittelwerte, bezogen auf die eingesetzte Konzentration, nach Abzug des 

endogenen Analytlevels des verwendeten EDTA-Plasmas (Referenzprobe, Abk.: Ref.), 

bestimmt. Die Gleichung für die Berechnung der Wiederfindungsrate in % (Abk.: %WFR) ist 

im Folgenden dargestellt: 

�¨�9�(�4 
L ��
�:�C�A�I�A�O�O�A�J�A���-�K�J�V�ä�Ú�Ø�æ�ã�Ü�Þ�ç�Ø���É�å�â�Õ�Ø
F �C�A�I�A�O�O�A�J�A���-�K�J�V�ä�Ë�Ø�Ù�Ø�å�Ø�á�í�ã�å�â�Õ�Ø�;

�6�D�K�N�A�P�E�O�?�D�A���J�K�I�E�J�=�H�A���-�K�J�V�ä
�®�s�r�r (5)  

Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen 

auf die eingesetzte Konzentration des rekombinanten Proteins. 

3.2.4.8 Bestimmung der Verdünnungslinearität 

Für die Bestimmung der Verdünnungslinearität wurde humanes EDTA-Plasma mit 

rekombinantem Protein (Tabelle 5) auf eine Konzentration im Bereich der höchsten 

Kalibratorkonzentration versetzt. Die hergestellten Proben wurden dann zunächst initial und 

anschließend seriell mit einem Verdünnungsfaktor von 2, 2,5 oder 3 über den gesamten 

Assaybereich mit Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt (Tabelle 22). Die Analyse 

der erstellten Proben erfolgte in Triplikaten in einem Lauf. Die rückgerechneten 

Konzentrationsmittelwerte der Replikate wurden gemittelt und der erhaltene 

Konzentrationswert als 100 %-Wert für die Bestimmung der Wiederfindungsrate eingesetzt. 

Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen 

auf den ermittelten 100 %-Wert. 
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Tabelle 22: Herstellung der Proben zur Bestimmung der Verdünnungslinearität. 

Verdünnungslinearität - 
Validierungsproben 

Simoa-Assay 

IFN-�� IL-2 IL-10 IL-17 PCT 

Konz. rekomb. Protein (pg·mL-1) 150 100 80,0 40,0 5000 
Eingesetzte Verdünnungsfaktoren zur 
Bestimmung der Verdünnungslinearität 

5 4 8 2 8 

50 12 50 6 20 

100 36 100 18 50 

200 108 200 54 125 

400 324 400 162 313 

800 972 800 486 781 

1600 2916 1600 1458 1953 

3200 8747 3200 �± 4883 
 

3.2.4.9 Bestimmung der Parallelität 

Für die Bestimmung der Parallelität wurde humanes EDTA-Plasma mit hohem endogenem 

Analytlevel mit Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) seriell verdünnt. War kein humanes 

EDTA-Plasma mit hohem endogenem Analytlevel vorhanden, konnte die Parallelität nicht 

bestimmt werden. Die humanen EDTA-Plasma-Proben wurden zunächst initial 1:2 bzw. 1:4 

und anschließend seriell mit dem Faktor zwei (Tabelle 23) über den dynamischen 

Assaybereich, verdünnt. Die Analyse der erstellten Proben erfolgte in Triplikaten in einem Lauf. 

Die rückgerechneten Konzentrationsmittelwerte der Replikate wurden gemittelt und der 

erhaltene Konzentrationswert, für die Bestimmung der Wiederfindungsrate, als 100 %-Wert 

eingesetzt. Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine Wiederfindungsrate von 80 bis 

120 %, bezogen auf den ermittelten 100 %-Wert.  

Tabelle 23: Verdünnungsfaktoren zur Bestimmung der Parallelität 

Parallelität - Validierungsproben 
Simoa-Assay 

IFN-�� IL-10 IL-17 PCT 
Eingesetzte Verdünnungsfaktoren zur 
Bestimmung der Parallelität 

2 4 2 4 
4 8 4 8 
8 16 8 16 

16 32 - 32 
- 64 - 64 
- 128 - - 

3.2.4.10 Bestimmung der Analytstabilität 

Die Analytstabilität wurde bezüglich der Zeit und Temperatur der Lagerung sowie bezüglich 

der Stabilität beim Einfrieren und Auftauen von Proben ermittelt. Hierfür wurden zehn Aliquote 

einer EDTA-Plasma-Probe mit einer Analytkonzentration im mittleren Konzentrationsbereich 

hergestellt und bei < -60 °C tiefgefroren.  

Für die Untersuchung der Kurzzeitstabilität wurde jeweils eines der hergestellten Aliquote vor 

der Analyse bei RT und eines bei 2 bis 8 °C für jeweils 2, 4 oder 24 h gelagert (insgesamt 6 

Aliquote), anschließend in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt und jeweils in 
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Triplikaten analysiert. Für die Untersuchung der Analytstabilität nach Einfrier- und 

Auftauzyklen wurden drei Aliquote bei Raumtemperatur aufgetaut, anschließend gemischt und 

erneut bei < -60 °C für mindestens 12 h eingefroren (1. Zyklus). Für den zweiten Einfrier- und 

Auftauzyklus wurden zwei der vorherigen drei Aliquote erneut bei RT aufgetaut, gemischt und 

wieder für mindestens 12 h bei < -60 °C tiefgefroren. Für den dritten Einfrier- und Auftauzyklus 

wurde eines der Aliquote mit zwei Einfrier- und Auftauzyklen erneut bei RT aufgetaut, gemischt 

und wieder bei < -60 °C tiefgefroren. Die drei erhalten Aliquote wurden anschließend in 

Standard- und Probenpuffer verdünnt und jeweils in Triplikaten analysiert. Als Referenzprobe 

für die jeweiligen Analytstabilitätsproben diente das zuvor erstellte 10. Aliquot, welches direkt 

vor der Analyse bei RT aufgetaut und in Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt 

wurde. Für die Bestimmung der Analytstabilität wurde die Wiederfindungsrate der 

rückgerechneten Konzentrationsmittelwerte jeder Probe, bezogen auf die rückgerechnete 

Konzentration der Referenzprobe, bestimmt. Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %. 

3.2.5 Probengenerierung und Analyse  

3.2.5.1 Blutproben gesunder Spender 

Für die Bestimmung der Analytkonzentrationen in EDTA-Plasma und Serum gesunder 

Spender wurde EDTA-Plasma (K2) und Serum kommerziell von Seralab Laboratories 

International LTD (West Sussex, Vereinigtes Königreich) bezogen. Es wurde EDTA-Plasma 

und Serum von Frauen und Männern unterschiedlichen Alters (Tabelle 24) analysiert.  

Tabelle 24: Spenderdaten zur Bestimmung der Analytlevel in gesunden Spendern. 
�Ä�,�4�$�³��� ���,�Q�W�H�U�T�X�D�U�W�L�O�V�D�E�V�W�D�Q�G 

 

Die Gewinnung der bezogenen EDTA-Plasma- und Serumproben erfolgte aus 

Vollblutspenden (durchgeführt durch Vertreiber). Nach Erhalt der Proben wurden diese bei 2 

bis 8 °C aufgetaut, für den Einmalgebrauch aliquotiert und bei < -60 °C tiefgefroren. Für die 

Analyse der EDTA-Plasma- und Serumproben wurden diese initial in den für die jeweiligen 

Simoa-Immunoassays optimierten Standard- und Probenpuffer (Tabelle 18) verdünnt. Bedingt 

durch das jeweils zugrundeliegende Assayformat erfolgte eine weitere Verdünnung der 

Proben mit Mikrosphärenlösung (3-Schrittformat) bzw. mit Mikrosphären- und 

Detektionsantikörperlösung (2-Schrittformat). Bei den entwickelten 2-Schritt-Immunoassays 

Spenderdaten 
Matrix 

Serum  Plasma 
Anzahl Spender (n) 44 49 
Mittelwert Alter (Jahre) 37,8 33,7 
Median Alter (Jahre) 32,0 31,0 
IQA Alter (Jahre) 21,0 17,0 
Geschlecht (männl. / weibl.) 20 / 24 24 / 25 
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(Quanterix) betrieben worden ist. Durch die Bildanalyse eines Arrays generierte die HD-1 

Analysesoftware ein Messsignal. Bei diesem Messsignal handelt es sich um den �Ä�$�Y�H�U�D�J�H��

�(�Q�]�\�P�H�� �S�H�U�� �%�H�D�G�³-Wert (Abk. AEB), d. h. um den Mittelwert der von einer Mikrosphäre 

getragenen Enzyme. Für die Generierung eines validen Messwertes war die Erfassung des 

Signales von mindestens 1000 Mikrosphären erforderlich (Normalwert ca. 10000 

Mikrosphären). Die erhaltenen AEB-Werte wurden anschließend ebenfalls mit der HD-1 

Analysesoftware zur Erstellung der Kalibrierkurven und für die Quantifizierung der 

Konzentration der Analyten in den Proben eingesetzt. Das Kalibrierkurvenmodell der 

Kalibriergeraden war ein 4-parametrisch logistischer Fit (Gewichtung: 1/Y2). Mit der erstellten 

Kalibrierkurve und den AEB-Werten der Proben wurde die Analytkonzentration bestimmt. Die 

für die Erstellung einer Kalibriergeraden verwendeten Funktion ist im Folgenden dargestellt: 

�5�E�C�J�=�H 
L �& 
E
�# 
F �&

�s 
E �@
�T
�%�A

�» (6) 
 

Dabei ist x die Konzentration. 

3.2.6.2 Test auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk 

Der Test nach Shapiro-Wilk ist ein statistischer Vergleichstest für die Prüfung auf 

Normalverteilung der Grundgesamtheit einer Stichprobe [114]. Dieser Vergleichstest hat eine 

hohe Teststärke bei kleinen Stichproben. Im Zuge eines Testes auf Normalverteilung nach 

Shapiro-Wilk wird die Varianz auf zwei unterschiedliche Arten geschätzt: Regression im 

Quantil-Quantil-Diagramm und Stichprobenvarianz. Liegt eine Normalverteilung vor, nimmt 

der Quotient der beiden bestimmten Varianzen einen Wert von ca. eins ein. Für die 

Berechnung der Testgröße (�9 ) werden die Stichproben der Größe nach aufsteigend sortiert 

und anschließend mit folgender Gleichung berechnet: 

�9 
L
�>�6

�5�6 
L
�:�Ã �=�á�?�Ü�>�5�:�U�á�?�Ü�>�5
F �U�Ü�;

�Þ
�Ü�@�5

�6

�Ã �:�T�Ü
F �T�;�6�á
�Ü�@�5

 (7) 
 

Dabei ist �J die Anzahl der Stichproben, �U�á die Bezeichnung der sortierten Messwerte, �T�Ü die 

Messwerte. Ist �J eine gerade Zahl gilt �G 
L
�á

�6
. Ist �J eine ungerade Zahl gilt �G 
L

�á�?�5

�6
. Die Werte 

für �=�á�?�Ü�>�5 sind tabellierte Koeffizienten und hängen von der Stichprobengröße ab (Tabelle 5 

von [114]). Ist die berechnete Testgröße (�9 ) kleiner als die von der Stichprobenzahl und von 

dem gewählten Signifikanzniveau abhängige kritische Grenze (gelistet in Tabelle 6 von [114]) 

liegt keine Normalverteilung vor. Die Durchführung eines Testes auf Normalverteilung nach 

Shapiro-Wilk erfolgte mit der Software OriginPro 2015G. 
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3.2.6.3 Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman 

Für die Bestimmung eines Zusammenhangs zweier Variablen, wie z. B. Ergebnisse zweier 

Methoden, wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ermittelt [115]. Hierfür 

wurden Proben mit einem entwickelten Simoa-Immunoassay und der Vergleichsmethode 

(z. B. klinisches Analysegerät) analysiert und die rückgerechneten Konzentrationswerte der 

Methoden verglichen. 

Die Rangkorrelation nach Spearman ist eine nichtparametrische Korrelationsanalyse, welche 

den bivariaten Zusammenhang zweier Variablen beschreibt. Diese Korrelationsanalyse 

bedingt keine Normalverteilung und/oder keinen linearen Zusammenhang der Daten, die 

Variablen müssen jedoch ordinalskaliert sein und dem Zusammenhang einer monotonen 

Funktion folgen. Für die Bestimmung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs) 

wird nicht mit den Messdaten, sondern mit Rängen, welche die Messdaten ersetzten, 

gerechnet. Die Messwerte der beiden Variablen werden zunächst in aufsteigender 

Reihenfolge sortiert und mit ebenfalls aufsteigenden Rangzahlen, eine Rangreihe gebildet. 

Treten keine Bindungen, d. h. keine identischen Werte mehrfach auf, kann der 

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman mit folgender vereinfachter Gleichung berechnet 

werden: 

�N�æ
L �s 
F��
�x �®���Ã �@�Ü

�6�á
�Ü�@�5

�J�� �®�:�J�6�� 
F �s�;
 (8) 

Dabei ist n die Anzahl an Wertepaaren und di die Differenz der Rangzahlen.  

Treten Bindungen auf muss der arithmetische Mittelwert der entsprechenden Rangzahlen für 

die Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman verwendet werden [115]. 

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman kann Werte zwischen -1 und +1 einnehmen. 

Ist rs größer Null handelt es sich um einen positiven Zusammenhang, ist rs kleiner Null um 

einen negativen Zusammenhang. Je weiter sich der rs-Wert der Null annähert, desto 

schwächer ist der Zusammenhang der beiden Variablen. Ein starker Zusammenhang 

zwischen Variablen liegt dann vor, wenn der rs-Wert nahe ± 1 liegt. Ein schwacher 

Zusammenhang liegt vor, wenn der rs-Wert nahe Null liegt [116]. Der 

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurde mit Hilfe der Software OriginPro 2015G 

berechnet. 

3.2.6.4 Passing-Bablok Regression  

Die Passing-Bablok Regression ist eine nicht-parametrische Methode zur geschätzten 

Bestimmung der Steigung (�=) und des y-Achsenabschnitts (�>), einer linearen 

Regressionsgleichung (�U 
L �= �® �T 
E �>) zur Überprüfung der Gleichheit von Messwerten zweier 

zu vergleichender analytischer Methoden [117, 118]. Für die Bewertung der Übereinstimmung 
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zweier Messreihen, bestimmt durch zwei unterschiedliche Messmethoden, wurde eine 

Passing-Bablok-Regression durchgeführt. Hierfür wurden Proben mit einem entwickelten 

Simoa-Immunoassay und der Vergleichsmethode (z. B. klinisches Analysegerät) analysiert 

und die rückgerechneten Konzentrationswerte der Methoden verglichen. Voraussetzung für 

die Verwendung der Passing-Bablok Regression ist ein stark positiv linearer Zusammenhang 

zwischen den beiden Messreihen. Für jedes Wertepaar wird die Steigung der durch diese 

Punkte gelegten Geradengleichung bestimmt. Die Steigung der Passing-Bablok 

Regressionsgeraden stellt den Median aller berechneten Steigungen dar. Mit der Steigung der 

Passing-Bablok-Geradengleichung und den x- und y- Werten jedes Punktes wird für jeden 

Punkt ein y-Achsenabschnitt berechnet (�> 
L �� �U�Ü
F �= �® �T�Ü). Der y-Achsenabschnitt der Passing-

Bablok Regressionsgeraden ist der Median aller berechneten y-Achsenabschnitte. Die 

Bestimmung der Passing-Bablok Regression erfolgte mit der Software Excel (Excel-Tool 

Passing-Bablok-Regression, Acomed Statistik). 

3.2.6.5 Statistischer Signifikanztest nach Mann, Whitney und Wilcoxon (U-Test) 

Der U-Test nach Mann, Whitney und Wilcoxon ist ein Signifikanztest mit welchem zwei 

voneinander unabhängige und verteilungsfreie Stichproben hinsichtlich ihrer zentralen 

Tendenz verglichen werden können [119, 120]. Um Unterschiede zwischen beispielsweise 

gesunden und erkrankten Patienten zu identifizieren, wurde ein U-Test nach Mann, Whitney 

und Wilcoxon durchgeführt. Hierbei wird untersucht, ob die Verteilungen und die Mittelwerte 

der zwei zu vergleichenden Stichproben gleich sind. Der U-Test nach Mann, Whitney und 

Wilcoxon bedingt keine Normalverteilung der Daten, jedoch eine gleiche bis ähnliche 

Verteilungsform und unabhängige Stichproben. Mit dem U-Test wird folgende Nullhypothese 

geprüft: Gleiche Wahrscheinlichkeit einer Beobachtung (aus beiden Grundgesamtheiten) für 

beide Grundgesamtheiten. Für die Berechnung der Prüfgröße (�7) werden die Messwerte der 

beiden Stichproben zunächst in aufsteigender Reihenfolge sortiert und mit ebenfalls 

aufsteigenden Rangzahlen, eine Rangreihe gebildet. Anschließend werden die Rangsummen 

der beiden Stichproben (�4�5�á �4�6) bestimmt und die Prüfgröße wie folgt berechnet: 

Stichprobe 1: �7�5 
L �� �J�5 �® �J�6�� 
E ��
�á�-�:�á�-�>�5�;

�6

F �4�5 (9) 

Stichprobe 2: �7�6 
L �� �J�5 �® �J�6�� 
E ��
�á�. �:�á�. �>�5�;

�6

F �4�6 (10) 

Prüfgröße: �7 
L �/�E�J���:�7�5�á �7�6�; (11) 

Dabei sind �J�5 und �J�6 die Stichprobenumfänge und �4�5��und �4�6 die Rangsummen der 

Stichproben. 

Ist der bestimmte U-Wert (der kleinere Wert von �7�5 und �7�6) kleiner oder gleich dem kritischen 

Wert �7�Þ�å�Ü�ç�:�J�5�á �J�6�á �Ù�; wird die Nullhypothese verworfen. Wird die Nullhypothese verworfen liegt 
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keine Gleichverteilung der beiden Stichproben vor und somit signifikant unterschiedliche 

Mittelwerte. Der kritischen Wert �7�Þ�å�Ü�ç�:�J�5�á �J�6�á �Ù�; wird durch das Signifikanzniveau �Ù und den 

beiden Stichprobenumfängen bestimmt [119, 120]. Als Signifikanzniveau wurde ein Niveau 

von 5 % gewählt. Die Durchführung eines U-Tests nach Mann, Whitney und Wilcoxon erfolget 

mit der Software OriginPro 2015G, nach erfolgtem Test auf Normalverteilung mit dem Shapiro-

Wilk-Test (OriginPro 2015G). 

3.2.6.6 Statistischer Signifikanztest nach Wilcoxon (Paardifferenzentest) 

Der Wilcoxon-Test ist ein nichtparametrischer Signifikanztest mit welchem zwei voneinander 

abhängige Stichproben hinsichtlich ihrer zentralen Tendenz verglichen und auf Unterschiede 

überprüft werden können. Die abhängigen Variablen müssen ordinalskaliert sein, eine 

Normalverteilung muss nicht vorliegen. Der Wilcoxon-Test ist demnach ein 

nichtparametrisches Äquivalent des t-Test für abhängige Stichproben. Für die Berechnung der 

Teststatistik wird zunächst die Differenz jedes Messwertpaares berechnet, die Beträge der 

Differenz aufsteigend der Größe nach sortiert und anschließend mit Rängen versehen 

(Differenz �• 0). Nach der Rangierung erfolgt eine separate Notierung der positiven und 

negativen Rangplätze und die Berechnung der Rangsummen (�6�>, �6�?). Demnach 

berücksichtigt der Signifikanztest nach Wilcoxon sowohl die Vorzeichen als auch die Größe 

der Differenzen zwischen den Paaren [120]. Die Prüfgröße wird wie folgt bestimmt: 

�9 
L �•�‹�•�:�6�>�â �6�?�; (12)  
 

Dabei ist T+ die Summe der positiven Ränge und T- die Summe der negativen Ränge.  

Anschließend erfolgt ein Signifikanztest, durch eine z-Standardisierung des ermittelten W-

Wertes und einem Vergleich des berechneten z-Wertes mit einem kritischen Wert der 

Standardnormalverteilung (n > 20). Die Berechnung des z-Wertes erfolgt wie folgt:  

 

�V 
L ��
�9 
F �� �Á�Ð

�ê�Ð
 (13)       mit �Á�Ð 
L

�J �® �:�J 
E �s�;
�v

 (14)  

 
Dabei ist �ê�Ð��die Standardabweichung des W-Wertes, �J die Anzahl der von Null verschiedenen 

Paardifferenzen und �Á�Ð��der Erwartungswert des W-Wertes unter Gültigkeit der Nullhypothese. 

 

Um Unterschiede zwischen beispielsweise unterschiedlichen Belastungszeitpunkten bei 

sportlicher Aktivität von Probanden festzustellen, wurde ein Wilcoxon-Test durchgeführt. Als 

Signifikanzniveau wurde ein Niveau von 5 % gewählt. Die Durchführung eines Signifikanztests 

nach Wilcoxon erfolgte mit der Software OriginPro 2015G, nach erfolgtem Test auf 

Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test (OriginPro 2015G). 
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3.2.6.8 Ausreißer 

Die Identifikation von Ausreißern erfolgte über den Interquartilsabstand. Ergebnisse, die 

außerhalb des Interquartilsabstands lagen, d. �K�����N�O�H�L�Q�H�U���Z�D�U�H�Q���D�O�V���Ä�4����- 1,5�Â�,�4�$�³���E�]�Z�����J�U�|�‰�H�U��

�D�O�V���ÄQ3 + 1,5�Â�,�4�$�³�����Z�X�U�G�H�Q���D�O�V���$�X�V�U�H�L�‰�H�U��definiert. 

3.2.6.9 Analyse von Datenpunkten außerhalb der Bestimmungsgrenzen 

Fehlende Konzentrationsergebnisse für die analysierten Proben waren zumeist bedingt durch 

Matrixkonzentrationen, die außerhalb der Bestimmungsgrenzen der Simoa-Assays lagen. Um 

den erhaltenen Informationsgehalt nicht zu minimieren, wurden für die statistische Auswertung 

der Daten, Werte unterhalb des LLoQ-Wertes durch den LLoQ-Wert (Matrixkonzentration) 

ersetzt und Werte oberhalb des ULoQ-Wertes durch den ULoQ-Wert (Matrixkonzentration).  

Wurden aufgrund von technischen Problemen keine Ergebnisse erhalten, wurden betroffene 

Proben von der statistischen Auswertung ausgeschlossen. 
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Die S/N-Verhältnisse waren bei 0,160 pg·mL-1 für die Kombinationen FA1 x DA2 und FA2 x 

DA2 größer 2,4 (aber < 7,4) und lagen bei einer Analytkonzentration von 0,032 pg·mL-1 bei 1,2 

(FA1 x DA2) und 1,5 (FA2 x DA2). Mit der Antikörperkombination FA2 x DA1 ergaben sich 

S/N-Verhältnisse von 7,4 (für 0,160 pg·mL-1) und 2,8 (für 0,032 pg·mL-1). Bei allen anderen 

getesteten Kombinationen lag das S/N-Verhältnis bei einer Konzentration von 0,160 pg·mL-1 

unter 2,5. 

Für die IL-17 Assayentwicklung wurden wiederum neun Kombinationen getestet, von denen 

fünf eine gute Sensitivität zeigten (Abbildung 7). Alle diese Kombinationen hatten bei einer 

Analytkonzentration von 0,08 pg·mL-1 noch ein S/N-Verhältnis von > 2,0 und ein 

Hintergrundsignal von < 0,007 AEB. Mit dem Detektionsantikörper DA3 und der 

Antikörperkombination FA3 x DA2 wurde keine ausreichende Sensitivität erzielt.  

Für die Entwicklung eines PCT Simoa-Assays wurden zwei monoklonale Antikörper verwendet 

(Klon 4A6 und Klon 2F3). Diese Antikörper wurden als Antikörperpaar in einem Immunoassay 

(ELISA) mit hoher Affinität zu Procalcitonin und keiner Kreuzreaktivität zu Calcitonin und 

Katacalcin beschrieben [122]. Für die Entwicklung wurden die beiden Antikörper jeweils als 

Fänger- und Detektionsantikörper (2 Kombinationen) getestet. Diese beiden Kombinationen 

wiesen vergleichbare Ergebnisse auf. Für beide Kombinationen war das Hintergrundsignal 

kleiner als 0,008 AEB. Die Kombination FA1 x DA1 (4A6 x 2F3) wies bei einer 

Analytkonzentration von 0,230 pg·mL-1 ein S/N-Verhältnis von 1,34 auf. Bei selber 

Konzentration lag das S/N-Verhältnis der Antikörperkombination FA2 x DA2 (2F3 x 4A6) bei 

1,30. Die Ergebnisse der beiden Kombinationen waren demnach in Hinsicht auf die Sensitivität 

vergleichbar. Die finalen Antikörperkombinationen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.  

4.1.2 Ermittlung eines geeigneten Assayprotokolls 

Um das geeignete Assayprotokoll für die jeweiligen Antikörperpaare zu bestimmen, wurden 

für die jeweils besten Kombinationen eines Analyten das 2- und 3-Schrittprotokoll getestet und 

gegenübergestellt (Abbildung 8). 

Die Kalibriergeraden zeigten, dass die Simoa-Assays für IFN-�������,�/-17 und PCT eine höhere 

Sensitivität bzw. einen besseren Kurvenverlauf, bei der Durchführung eines 3-Schrittprotokolls 

erreichten. Für IL-10 und IL-2 wurde eine höhere Sensitivität durch ein 2-Schrittassayformat 

erzielt (Abbildung 8). 

IFN-�� zeigte bei Verwendung des 3-Schrittprotokolls eine bessere Steigung der 

Kalibrationskurve über den gesamten Kurvenbereich und dadurch eine höhere Sensitivität. 

Das Hintergrundsignal lag bei 0,006 AEB und damit um den Faktor 3 niedriger als im 2-

Schrittprotokoll.  
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diese Richtlinien auf Immunoassays übertragbar waren. Während der Validierung wurden 

folgende Immunoassay-Parameter bestimmt: Kalibrierkurvenmodell, Bestimmungsgrenzen 

(obere- und untere Bestimmungsgrenze), Nachweisgrenze, Präzision (Intraassay- und 

Interassay-Präzision), Wiederfindungsrate, Verdünnungslinearität, Parallelität und 

Analytstabilität (Kurzzeitstabilität und die Stabilität gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen). 

4.2.2 Validierung des Kalibrierkurvenmodells 

Das Kalibrierkurvenmodell der Kalibrierkurven aller im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 

Simoa-Assays war ein 4-parametrisch logistischer Kurvenfit mit einer 1/Y2-Gewichtung. Eine 

Gewichtung wurde angewandt, da keine konstante Variabilität über den gesamten 

Kalibrierkurvenbereich vorlag. Die Gewichtung gleicht hierbei die steigende Größe der 

Residuen mit zunehmender Analytkonzentration aus. Beurteilt wurden die Ergebnisse anhand 

der ermittelten Wiederfindungsrate und der Präzision (Tabelle 27).  

Tabelle 27: Ergebnisse der Ermittlung der Kalibrierkurvenperformance. 

Simoa-Assay 
Standardkalibratoren 

CAL 1  CAL 2 CAL 3 CAL 4 CAL 5 CAL 6 CAL 7 

IFN-�� Nominale Konz. (pg·mL-1) 100 20,0 4,00 0,800 0,160 0,032 0,0064 

 Gemessene 
Konz.(pg·mL-1) 

101 19,3 4,16 0,815 0,154 0,033 0,0068 

 VK (%) 1,3 3,3 4,2 2,5 3,2 9,9 16,4 
 WFR (%) 101 96.4 104 102 96,2 102 106 
 Anzahl Experimente 5 

IL-2 Nominale Konz. (pg·mL-1) 60,0 15,0 3,75 0,938 0,234 0,059 0,016 

 Gemessene 
Konz.(pg·mL-1) 

60,5 14,8 3,67 0,968 0,246 0,058 0,015 

 VK (%) 1,2 3,1 2,8 5,5 6,1 13,4 14,2 
 WFR (%) 101 98,7 97,8 103 105 98,6 99,2 
 Anzahl Experimente 5 

IL-10 Nominale Konz. (pg·mL-1) 13,0 3,25 0,813 0,203 0,051 0,013 0,0032 

 Gemessene 
Konz.(pg·mL-1) 

12,8 3,56 0,816 0,190 0,049 0,012 0,0045 

 VK (%) 1,8 5,0 3,0 3,0 6,9 9,8 17,1 
 WFR (%) 98,2 110 100 93,6 96,0 96,4 141 
 Anzahl Experimente 7 

IL-17 Nominale Konz. (pg·mL-1) 40,0 10,0 2,50 0,630 0,160 0,039 0,010 

 Gemessene 
Konz.(pg·mL-1) 

40,4 9,71 2,49 0,668 0,156 0,035 0,012 

 VK (%) 1,4 3,6 1,2 6,7 2,0 8,3 26,2 
 WFR (%) 101 97,1 99,6 107 100 90,6 124 
 Anzahl Experimente 4 

PCT Nominale Konz. (pg·mL-1) 900 300 100 33,3 11,1 3,70 1,23 

 Gemessene 
Konz.(pg·mL-1) 

908 299 100 33,8 11,2 3,66 1,23 

 VK (%) 1,5 7,4 7,6 6,7 3,2 8,6 6,0 
 WFR (%) 101 99,7 100 101 101 98,7 99,6 
 Anzahl Experimente 8 





Ergebnisse 

 

66 

Die festgelegten Akzeptanzkriterien waren eine Wiederfindungsrate von 80 bis 120 % 

(bezogen auf die eingesetzte nominale Konzentration) und eine Präzision von kleiner als 20 % 

VK der Replikate. Eine grafische Darstellung der Kalibriergeraden erfolgt in Abbildung 19. 

Durch den gewählten 4-parametrischen logistischen Kurvenfit mit einer Gewichtung von 1/Y2 

konnte für die Analyten IFN-��, IL-2 und PCT eine sehr gute Kurvenanpassung erreicht werden. 

Die Wiederfindungsrate der gemessenen zu der eingesetzten nominalen 

Kalibratorkonzentration lag über den gesamten Kurvenbereich für IFN-�� zwischen 96,2 und 

106 %, für IL-2 zwischen 97,8 und 105 % und für PCT zwischen 98,7 und 101 % (Tabelle 27). 

Die ermittelten Variationskoeffizienten der Kalibrierpunkte lagen für IFN-�� zwischen 1,3 und 

16,4 %, für IL-2 zwischen 1,2 und 14,2 % und für PCT zwischen 1,5 und 8,6 %.  

Für IL-10 ergab die Kurvenanpassung für den Kalibrator CAL 7 eine, bezogen auf die 

Akzeptanzkriterien, erhöhte Wiederfindungsrate von 141 %. Für die Standardkalibratoren 

CAL 1 bis CAL 6 lag die Wiederfindungsrate zwischen 93,6 und 110 % und die Präzision 

zwischen 1,8 und 9,8 %. Für IL-17 ergab die Kurvenanpassung für den Standardkalibrator 

CAL 7 ebenfalls eine bezogen auf die Akzeptanzkriterien erhöhte Wiederfindungsrate von 

124 % mit einer erhöhten Präzision von 26,2 %. Für die Standardkalibratoren CAL 1 bis CAL 6 

lag die Wiederfindungsrate jedoch immer zwischen 90,6 und 17 %, sowie die Präzision 

zwischen 1,2 und 8,3 %.  

Die Ergebnisse der Kalibrierung mit WHO-Referenzmaterial (Tabelle 28) zeigten, dass das 

Einführen eines Korrekturfaktors für die drei untersuchten Simoa-Assays notwendig war, um 

die verwendeten kommerziellen Standardproteine an die Referenzwerte anzupassen. Für die 

nicht dargestellten Assays waren keine Referenzmaterialien erhältlich. 
 

Tabelle 28: Ergebnisse der Kalibrierung der Kalibrierkurven mit WHO-Referenzmaterial. 
�Ä�1�4�³��� ��nicht quantifizierbar, �Ä�����/�/�R�4�³��� ���.�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�Z�H�U�W���X�Q�W�H�U�K�D�O�E der unteren Bestimmungsgrenze.  

Simoa-Assay 
WHO-Referenzstandard 

WHO 1 WHO 2 WHO 3 WHO 4 WHO 5 WHO 6 WHO 7 

IL-2 Nominale Konz. (pg·mL-1) 60 15 3,75 0,938 0,234 0,0586 0,0146 

 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 56,0 14,7 3,33 0,760 0,171 0,0360 < LLoQ 

 Korrekturfaktor. 0,933 0,982 0,888 0,811 0,729 0,615 NQ 

 Gemittelter Korrekturfaktor 0,826 

IL-10 Nominale Konz. (pg·mL-1) 13,0 3,25 0,813 0,203 0,0508 0,0127 0,00317 

 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) NQ 4,67 0,955 0,240 0,0648 0,0183 < LLoQ 

 Korrekturfaktor NQ 1,44 1,18 1,18 1,28 1,44 NQ 

         

 Gemittelter Korrekturfaktor 1,30 

IL-17 Nominale Konz. (pg·mL-1) 40,0 10,0 2,50 0,630 0,160 0,0391 0,00977 

 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 41,2 10,5 2,37 0,549 0,133 0,0294 < LLoQ 

 Korrekturfaktor 1,03 1,05 0,947 0,878 0,851 0,752 NQ 

 Gemittelter Korrekturfaktor 0,918 
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Der bestimmte Korrekturfaktor für IL-2 lag bei 0,826, d. h. 1,0 pg des im Simoa-Assays 

verwendeten IL-2 Standardproteins entsprach ca. 0,826 pg des WHO-Referenzmaterials. Der 

bestimmte Korrekturfaktor für IL-10 lag bei 1,30, hier entsprach 1,0 pg des im Simoa-Assays 

verwendeten IL-10 Standardproteins ca. 1,30 pg des WHO-Referenzmaterials. Der bestimmte 

Korrekturfaktor für IL-17 lag bei 0,918, d. h. 1,0 pg des im Simoa-Assays verwendeten IL-17 

Standardproteins entsprach ca. 0,918 pg des WHO-Referenzmaterials. 

4.2.3 Bestimmung der Bestimmungsgrenzen 

Für die Bestimmung der unteren Bestimmungsgrenze (engl.: Lower Limit of Quantification, 

Abk.: LLoQ) waren die festgelegten Akzeptanzkriterien eine Wiederfindungsrate von 75 bis 

125 % und eine Präzision von kleiner als 25 % VK. Als untere Bestimmungsgrenze wurde die 

niedrigste Konzentration definiert, bei welcher beide Kriterien erfüllt wurden.  

Tabelle 29: Ergebnisse der Ermittlung der unteren Bestimmungsgrenze. 
�Ä�9�.�³��� ���9�D�U�L�D�W�L�R�Q�V�N�R�H�I�I�L�]�L�H�Q�W�����Ä�:�)�5�³��� ���:�L�H�G�H�U�I�L�Q�G�X�Q�J�V�U�D�W�H�� 

Simoa-Assay 
Untere Bestimmungsgrenze 

LLoQ 
1  

LLoQ 
2 

LLoQ 
3 

LLoQ 
4 

LLoQ 
5 

LLoQ 
6 

LLoQ 
7 

IFN-�� Nominale Konz. (fg·mL-1) 400 200 100 50,0 25,0 12,5 6,25 
 Bestimmte Konz. (fg·mL-1) 429 210 106 53,2 25,5 17,0 13,2 
 VK (%) 6,1 11,6 9,9 24,6 14,8 30,3 29,9 
 WFR (%) 107 105 106 106 102 136 210 

IL-2 Nominale Konz. (fg·mL-1) 469 234 117 58,6 29,3 14,6 7,32 
 Bestimmte Konz. (fg·mL-1) 471 245 124 61.9 31,6 16,0 77,8 
 VK (%) 9,6 4,6 4,4 8,8 20,6 29,9 33,5 
 WFR (%) 101 105 106 106 108 109 161 

IL-10 Nominale Konz. (fg·mL-1) 102 50,8 25,4 12,7 6,35 3,17 1,59 
 Bestimmte Konz. (fg·mL-1) 97,9 46,9 23,9 12,3 5,82 4,78 2,37 
 VK (%) 0,9 5,9 6,7 4,4 4,1 62,7 59,8 
 WFR (%) 96,4 92,4 94,2 96,8 91,7 151 149 

IL-17 Nominale Konz. (fg·mL-1) 313 156 78,1 39,1 19,5 9,77 4,88 
 Bestimmte Konz. (fg·mL-1) 367 180 84,6 38,8 21,5 12,2 11,2 
 VK (%) 10,1 6,6 4,5 3,6 18,0 1,6 37,9 
 WFR (%) 117 115 108 99,4 111 125 230 

PCT Nominale Konz. (pg·mL-1) 16,7 8,3 4,17 2,08 1,04 0,521 0,260 
 Bestimmte Konz. (pg·mL-1) 15,0 7,27 3,98 1,94 1,01 0,654 0,396 
 VK (%) 17,1 8,3 5,3 10,5 17,5 34,5 12,4 
 WFR (%) 90,3 87,3 95,5 93,3 96,6 126 152 

 

Die LLoQ-Bestimmung zeigte, dass für alle Analyten die 1:32-Verdünnung des jeweiligen 

Standardkalibrators CAL 4 (entspricht dem LLoQ 5-Wert in Tabelle 29) die höchste 

Verdünnung war, bei welcher die festgelegten Akzeptanzkriterien noch erfüllt wurden. Daraus 

resultierten für die entwickelten Simoa-Assays die in Tabelle 30 gelisteten LLoQ-Werte. 
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Tabelle 30: Ermittelten Bestimmungsgrenzen der entwickelten Simoa-Immunoassays. 
Angabe der jeweiligen Bestimmungsgrenzen in Assaykonzentrationen (keine Einberechnung der 
Verdünnungsfaktoren). 

Bestimmungsgrenzen 
Simoa-Assay 

IFN-�� IL-2 IL-10 IL-17 PCT 

LLoQ (fg·mL-1) 25,0 29,3 6,35 19,5 1220 

ULoQ (pg·mL-1) 100 60,0 13,0 40,0 900 

 

Für PCT lag der experimentell ermittelte LLoQ-Wert mit 1,04 pg·mL-1 unterhalb des CAL 7-

Kalibrators und wurde daher auf 1,22 pg·mL-1 (CAL 7) erhöht. Die bestimmten LLoQ-Werte 

der restlichen Assays lagen um den Faktor 1,2 bis 3,9 oberhalb der jeweiligen CAL 7-

Konzentration. Die Ergebnisse der 1:256-Verdünnung (entspricht dem LLoQ 8-Wert) sind nicht 

dargestellt, da bereits die LLoQ-Werte 6 und 7 die Akzeptanzkriterien nicht erfüllten.  

Die Bestimmung der oberen Bestimmungsgrenze (engl.: Upper Limit of Quantification, Abk.: 

ULoQ) erfolgte aus den generierten Ergebnissen der Kalibrierkurven in vier bis acht 

unabhängigen Experimenten. Die festgelegten Akzeptanzkriterien waren wiederum eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 % und eine Präzision von kleiner als 20 % VK.  

Die Ergebnisse (Tabelle 27) zeigten, dass für alle entwickelten Simoa-Assays der jeweilige 

höchste Standardkalibrator (CAL 1) die erforderlichen Akzeptanzkriterien erfüllte. Daraus 

resultierten für die entwickelten Simoa-Assays die in Tabelle 30 gelisteten ULoQ-Werte. 

4.2.4 Bestimmung der Nachweisgrenze 

Für die Bestimmung der Nachweisgrenze (engl.: Limit of Detection, Abk.: LoD) wurden in 

einem Validierungslauf zwischen 20 und 24 Replikate des Nullwertkalibrators (CAL 8) 

analysiert. Für die Definition der Nachweisgrenze wurden keine Akzeptanzkriterien festgelegt. 

Aus den Ergebnissen der Bestimmung der Nachweisgrenzen resultierten für die Simoa-

Assays die in Tabelle 31 gelisteten LoD-Werte. 

 

Tabelle 31: Ergebnisse der Bestimmung der Nachweisgrenzen. 

Bestimmung der Nachweisgrenze 
Simoa-Assay 

IFN-�� IL-2 IL-10 IL-17 PCT 

Replikate CAL 8 (N) 20 23 24 20 23 

Mittelwert CAL 8 (AEB) 0,00724 0,0117 0,00501 0,0118 0,0163 

Standardabweichung CAL 8 (AEB) 0,00121 0,00178 0,000705 0,00156 0,00197 

Lin. Regression �± Steigung 0,248 0,349 1,24 0,348 0,0170 

Lin. Regression �± y-Achsenabschnitt 0,00786 0,0109 0,00640 0,0112 0,0147 

Lin. Regression �± Bestimmtheitsmaß 0,9722 0,9918 0,9600 0,9994 0,9958 

Nachweisgrenze (fg·mL-1) 12,1 17,6 0,591 15,2 438 
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4.2.5 Bestimmung der Präzision 

Die Intraassay- und Interassay-Präzision wurden mit QC-Proben (Tabelle 20) im hohen, 

mittleren und niedrigen Konzentrationsbereich der Simoa-Immunoassays bestimmt. Die 

festgelegten Akzeptanzkriterien waren ein VK % von kleiner als 15 % im mittleren 

Konzentrationsbereich und kleiner als 20 % im niedrigen und hohen Konzentrationsbereich. 

Die Ergebnisse der Intraassay-Präzision (Tabelle 32) zeigten, dass für alle Analyten die 

Akzeptanzkriterien erfüllt wurden.  
 

Tabelle 32: Ergebnisse der Intraassay-Präzisionsbestimmung. 
Angabe der jeweiligen Analytlevel in Assaykonzentrationen (keine Einberechnung der Verdünnungsfaktoren). 

Simoa-Assay  
Intraassay-Präzision - Konzentrationsbereich 

Hoch Mittel Niedrig 

IFN-�� Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 11,7 0,550 0,106 
  VK (%) 6,7 4,6 16,1 

IL-2 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 8,19 0,341 0,0606 
  VK (%) 9,1 10,3 12,3 

IL-10 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 3,74 0,186 0,0222 
  VK (%) 11,2 3,4 7,0 

IL-17 Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 17,2 0,245 0,0382 
  VK (%) 5,7 5,5 11,0 

PCT Bestimmte Konz.(pg·mL-1) 292 13,7 4,56 
  VK (%) 14,9 13,5 12,9 

 

Für INF-�� ergab die Bestimmung der Intraassay-Präzision, für die drei analysierten QC-

Proben, Variationskoeffizienten zwischen 4,6 und 16,1 %. Die Variationskoeffizienten der 

Intraassay-Präzisionsbestimmung lagen für IL-2 bei 9,1 bis 12,3 %, für IL-10 bei 3,4 bis 

11,2 %, für IL-17 bei 5,5 bis 11,0 und für PCT bei 12,9 bis 15,3 % (jeweils n = 12). 

Die festgelegten Akzeptanzkriterien für die Bestimmung der Interassay-Präzision waren ein 

VK % von kleiner 20 % im mittleren und hohen Konzentrationsbereich und kleiner als 30 % im 

niedrigen Konzentrationsbereich (2-5·LLoQ). 

Die Ergebnisse der Interassay-Präzisionsbestimmung zeigten (Tabelle 33), dass für alle 

Analyten die Akzeptanzkriterien erfüllt wurden. Für INF-����lagen die VK-Werte der QC-Proben 

zwischen 5,5 und 29,5 %. Die Variationskoeffizienten der Interassay-Präzisionsbestimmung 

lagen für IL-2 bei 7,3 bis 19,1 %, für IL-10 bei 6,9 bis 27,0 %, für IL-17 bei 5,9 bis 10,4 und für 

PCT bei 11,7 bis 28,9 %. 
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Tabelle 33: Ergebnisse der Interassay-Präzisionsbestimmung. 
Angabe der jeweiligen Analytlevel in Assaykonzentrationen (keine Einberechnung der Verdünnungsfaktoren), 
�Ä�1�9�³��� ���1�L�F�K�W��vorhanden (es war keine Probe im entsprechenden Konzentrationsbereich vorgesehen). 

Simoa-Assay  
Interassay-Präzision - Konzentrationsbereich 

QC 1 QC 2 QC 3 QC 4 QC 5 

IFN-�� Gemessene Konz.(pg·mL -1) 12,3 0,522 0,275 0,125 0,0851 
 VK (%) 5,5 11,8 11,7 12,4 29,5 
 Anzahl Experimente 5 

IL-2 Gemessene Konz.(pg·mL -1) 32,8 7,68 1,22 0,378 0,0574 
 VK (%) 19,1 7,7 7,3 7,9 13,2 
 Anzahl Experimente 5 

IL-10 Gemessene Konz.(pg·mL -1) 4,10 0,193 0,0224 0,0124 
NV 

 VK (%) 6,9 8,0 15,9 27,0 
 Anzahl Experimente 7 

IL-17 Gemessene Konz.(pg·mL -1) 14,7 1,67 0,268 0,0503 
NV 

 VK (%) 5,9 9,5 9,2 10,4 
 Anzahl Experimente 5 

PCT Gemessene Konz.(pg·mL -1) 434 105 27,1 7,08 5,57 
 VK (%) 12,7 16,3 11,7 19,1 28,9 
 Anzahl Experimente 7 

 

4.2.6 Bestimmung der Wiederfindungsrate 

Die Bestimmung der Wiederfindungsrate erfolgte mit den hierfür generierten Proben (Tabelle 

21) im hohen, mittleren und niedrigen Konzentrationsbereich. Das festgelegte 

Akzeptanzkriterium war eine Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen auf die 

eingesetzte Konzentration des rekombinanten Proteins nach Abzug der endogenen 

Analytkonzentration. 

Tabelle 34: Ergebnisse der Bestimmung der Wiederfindungsrate. 

Simoa-Assay 
Wiederfindungsrate  

WR 1 WR 2 WR 3 

IFN-�� Nominale Konz. (pg·mL-1) 30,0 3,00 0,300 
  Bestimmte Konz.- Referenzwert (pg·mL-1) 28,9 2,5 0,350 
  WFR (%) 96,3 83,9 117 

IL-2 Nominale Konz. (pg·mL-1) 40,0 2,80 0,280 
  Bestimmte Konz.- Referenzwert (pg·mL-1) 36,4 2,31 0,228 
  WFR (%) 90,9 82,3 81,3 

IL-10 Nominale Konz. (pg·mL-1) 24,0 2,00 0,160 
  Bestimmte Konz.- Referenzwert (pg·mL-1) 33,2 1,72 0,0768 
  WFR (%) 138 108 96,0 

IL-17 Nominale Konz. (pg·mL-1) 40,0 2,00 0,160 
  Bestimmte Konz.- Referenzwert (pg·mL-1) 46,8 2,22 0,168 
  WFR (%) 117 111 105 

PCT Nominale Konz. (pg·mL-1) 300 30,0 6,00 
  Bestimmte Konz.- Referenzwert (pg·mL-1) 269 27,1 5,91 
  WFR (%) 89,8 90,6 98,5 
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Für die Analyten IFN-��, IL-2, IL-17 und PCT erfüllten die bestimmten Wiederfindungsraten das 

Akzeptanzkriterium im hohen, mittleren und niedrigen Konzentrationsbereich (Tabelle 34). Für 

IFN-�� wurden Wiederfindungsraten zwischen 83,9 und 117 %, für IL-2 zwischen 81,3 und 

90,9 %, für IL-17 zwischen 105 und 117 % und für PCT zwischen 89,8 und 98,5 % bestimmt. 

Für den Analyten IL-10 erfüllten im mittleren und niedrigen Konzentrationsbereich die 

bestimmten Wiederfindungsraten, mit 108 % und 96,0 %, das Akzeptanzkriterium. Im hohen 

Konzentrationsbereich lag für IL-10 die Wiederfindungsrate bei 138 % und damit außerhalb 

des 80 bis 120 %-Bereiches. 

4.2.7 Bestimmung der Verdünnungslinearität 

Die Bestimmung der Verdünnungslinearität erfolgte mit den hierfür generierten Proben 

(Tabelle 22). Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine Wiederfindungsrate von 80 bis 

120 %, bezogen auf den ermittelten 100 %-Wert. Für die Bestimmung des 100 %-Wertes (= 

Referenzwert) wurden die rückgerechneten Konzentrationen aller Verdünnungen (VL 1 �± VL 8) 

gemittelt. 

Die Ergebnisse zeigten, dass für die entwickelten Simoa-Assays die Verdünnungslinearität 

über den untersuchten Bereich gegeben war. Die Wiederfindungsraten lagen für IFN- �� bei 

92,7 bis 113 %, für IL-2 bei 92,0 bis 115 %, für IL-10 bei 80,5 bis 120 %, für IL-17 bei 85,2 bis 

118 % und für PCT bei 81,6 bis 117 % (Tabelle 35). Damit lagen alle Wiederfindungsraten 

innerhalb des definierten 80 bis 120 %-Bereiches. Für die Analyse von IFN-�� war die 

Verdünnungslinearität bis zu einem Faktor von 3200 gegeben. Für IL-2 war die 

Verdünnungslinearität gegeben bis zu einem Faktor von 972, für IL-10 bis 3200, für IL-17 bis 

1458 und für PCT bis zu einem Faktor von 4883. Die Verdünnungen DL 7 und DL 8 ergaben 

für IL-2 Werte unter dem LLoQ von 0,0293 pg·mL-1. Die Wiederfindungsraten für diese 

Verdünnungen konnten deshalb nicht bestimmt werden.  
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Tabelle 35: Ergebnisse der Bestimmung der Verdünnungslinearität.  
�Ä�1�4�³��� ���1�L�F�K�W���T�X�D�Q�W�L�I�L�]�L�H�U�E�D�U�H�U���:�H�U�W�����Ä�����/�/�R�4�³��� ���.�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�Z�H�U�W���X�Q�W�H�U�K�D�O�E���G�H�U���X�Q�W�H�U�H�Q���%�H�V�W�L�P�P�X�Q�J�V�J�U�H�Q�]�H�����ÄNV�³ = Nicht 
vorhanden (Probe war nicht vorgesehen), �Ä�:�)�5�³��� ���:�L�H�G�H�U�I�L�Q�G�X�Q�J�V�U�D�W�H. 

Simoa-Assay 
Verdünnungslinearität 

VL 1 VL 2 VL 3 VL 4 VL 5 VL 6 VL 7 VL 8 

IFN-�� Verdünnungsfaktor (1:x) 5 50 100 200 400 800 1600 3200 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 27,1 2,73 1,35 0.683 0,352 0,161 0,0981 0,0447 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 136 136 135 137 141 129 157 143 
 Referenzwert (pg·mL-1) 139 
 WFR (%) 97,5 97,9 97,2 98,2 101 92,7 113 103 

IL-2 Verdünnungsfaktor (1:x) 4 12 36 108 324 972 2916 8748 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 25,4 7,32 2,25 0,839 0,251 0,0891 <LLoQ  <LLoQ  
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 101 87,9 81,1 90,6 81,2 86,7 NQ NQ 
 Referenzwert (pg·mL-1) 88,1 
 WFR (%) 115 99,7 92,0 103 92,1 98,3 NQ NQ 

IL-10 Verdünnungsfaktor (1:x) 8 50 100 200 400 800 1600 3200 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 11,9 1,95 0,867 0,390 0,194 0,0934 0,0421 0,0202 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 95,1 97,4 86,7 77,9 77,5 74,7 67,4 65,4 
 Referenzwert (pg·mL-1) 81,3 
 WFR (%) 117 120 107 96,0 95,5 92,0 83,0 80,5 

IL-17 Verdünnungsfaktor (1:x) 2 6 18 54 162 486 1458 

NV 

 Assaykonz. (pg·mL-1) 30,6 9,17 3,02 0,931 0,278 0,0939 0,0296 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 61,3 55,0 54,3 50,3 45,0 45,6 43,2 
 Referenzwert (pg·mL-1) 51,9 
 WFR (%) 118 106 105 96,8 86,7 87,9 85,2 

PCT Verdünnungsfaktor (1:x) 8 20 50 125 313 781 1953 4883 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 536 229 103 42,5 18,2 6,83 2,86 1,26 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 4291 4589 5138 5307 5708 5333 5583 6135 
 Referenzwert (pg·mL-1) 5260 
 WFR (%) 81,6 87,2 97,7 101 109 101 106 117 

 

4.2.8 Bestimmung der Parallelität 

Die Bestimmung der Parallelität erfolgte mit humanen EDTA-Plasmaproben welche seriell 

(Tabelle 23) verdünnt wurden. 

Die bestimmten Konzentrationsmittelwerte wurden gemittelt und der erhaltene 

Konzentrationswert als 100 %-Wert eingesetzt. Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen auf den ermittelten Referenzwert.  

Die Ergebnisse der Parallelitätsbestimmung (Tabelle 36) zeigten, dass für die entwickelten 

Simoa-Assays die Parallelität über den untersuchten Bereich gegeben war. Die bestimmten 

Wiederfindungsraten lagen für IFN-�� bei 86,4 bis 119 %, für IL-10 bei 86,2 bis 109 % und für 

PCT bei 91,9 bis 115 % und damit innerhalb des 80 bis 120 %-Bereiches. Die Bestimmung 

der Parallelität für IL-17 konnte nur über zwei Verdünnungen (1:2 und 1:4) untersucht werden, 

da keine humane EDTA-Plasma Probe mit höherer endogener Analytkonzentration zur 

Verfügung stand und ab der Verdünnung PL3 (1:8) die Analytkonzentration unter dem LLoQ 
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lag. Für IL-2 konnte keine Parallelität untersucht werden, da kein humanes EDTA-Plasma mit 

ausreichend hohem endogenem Analytlevel vorhanden war und der Einsatz von 

rekombinantem Material für die Bestimmung der Parallelität nicht möglich ist. Der jeweils 

erforderliche minimale Verdünnungsfaktor (engl.: Minimal Required Dilution, Abk.: MRD) zur 

Analyse von humanem EDTA-Plasma lag für IFN- �����E�H�L 2, für IL-10 bei 4, für IL-17 bei 2 und 

für PCT bei 2. 
 

Tabelle 36: Ergebnisse der Parallelitätsbestimmung 
�ÄNQ�³�� � ��Nicht quantifizierbarer Wert, �Ä���/�/�R�4�³�� � �� �.�R�Q�]�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�Z�H�U�W�� �X�Q�W�H�U�K�D�O�E�� �G�H�U�� �X�Q�W�H�U�H�Q�� �%�H�V�W�L�P�P�X�Q�J�V�J�U�H�Q�]�H�� �ÄNV�³ = Nicht 
vorhanden (Probe war nicht vorgesehen)�����Ä�:�)�5�³��� ���:�L�H�G�H�U�I�L�Q�G�X�Q�J�V�U�D�W�H. 

Simoa-Assay 
Parallelität 

PL 1 PL 2 PL 3 PL 4 PL 5 PL 6 

IFN-�� Verdünnungsfaktor (1:x) 2 4 8 16 

NV NV 

 Assaykonz. (pg·mL-1) 2,24 0,951 0,443 0,203 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 4,47 3,80 3,54 3,25 
 Referenzwert (pg·mL-1) 3,77 
 WFR (%) 119 101 94,1 86,4 

IL-10 Verdünnungsfaktor (1:x) 4 8 16 32 64 128 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 0,212 0,124 0,0672 0,0336 0,0151 0,00740 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 0,849 0,995 1,08 1,08 0,969 0,947 
 Referenzwert (pg·mL-1) 0,985 
 WFR (%) 86,2 101 109 109 98,3 96,2 

IL-17 Verdünnungsfaktor (1:x) 2 4 8 

NV NV NV 

 Assaykonz. (pg·mL-1) 0,0731 0,0310 <LLoQ 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 0,146 0,124 NQ 
 Referenzwert (pg·mL-1) 0,132 
 WFR (%) 111 94,0 NQ 

PCT Verdünnungsfaktor (1:x) 2 4 8 16 32 64 
 Assaykonz. (pg·mL-1) 47,3 21,6 9,45 4,76 2,34 1.345 
 Matrixkonz. (pg·mL-1) 94,7 86,6 75,6 76,2 74,8 86,0 
 Referenzwert (pg·mL-1) 82,2 
 WFR (%) 115 105 91,9 92,6 90,9 105 

 

 

4.2.9 Bestimmung der Analytstabilität 

Die Analytstabilität wurde bezogen auf die Lagertemperatur, Lagerzeit und die Anzahl der 

Einfrier- und Auftauzyklen bestimmt. Hierfür wurden für jeden Simoa-Assay zehn Aliquots 

(AS1 �± AS10) einer Probe mit mittlerer Analytkonzentration verwendet. Als Referenzprobe für 

die jeweiligen Analytstabilitätsproben diente ein unbehandeltes Aliquot (AS 1), welches direkt 

vor der Analyse bei RT aufgetaut wurde. Das festgelegte Akzeptanzkriterium war eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 % bezogen auf die AS 1-Probe. Die Untersuchung der 

Stabilität gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen zeigte, dass diese für alle Analyten für bis zu 

drei Zyklen gegeben war (Tabelle 37). Die bestimmten Wiederfindungsraten, bezogen auf 

AS 1, waren: IFN-��: 101 bis 107 %, IL-2: 86,4 bis 91,8 %, IL-10: 110 bis 117 %, IL-17: 101 
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bis 107 %, PCT: 97,1 bis 104 %. Damit lagen die Ergebnisse aller Analyten innerhalb des 80 

bis 120 %-Akzeptanzbereiches (Tabelle 37). 
 

Tabelle 37: Untersuchung der Analytstabilität gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen. 

Simoa-Assay 
Stabilität gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen 

AS 1 AS 2 AS 3 AS 4 

IFN-�� Einfrier- und Auftauzyklen (n) 0 1 2 3 
 Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,06 1,13 1,09 1,07 
 WFR (%) 100 107 102 101 

IL-2 Einfrier- und Auftauzyklen (n) 0 1 2 3 
 Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,59 1,46 1,44 1,37 
 WFR (%) 100 91,8 90,3 86,4 

IL-10 Einfrier- und Auftauzyklen (n) 0 1 2 3 
 Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,40 1,54 1,65 1,56 
 WFR (%) 100 110 117 112 

IL-17 Einfrier- und Auftauzyklen (n) 0 1 2 3 
 Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,23 1,24 1,29 1,33 
 WFR (%) 100 101 105 107 

PCT Einfrier- und Auftauzyklen (n) 0 1 2 3 
 Matrixkonzentration (pg·mL-1) 138 143 134 138 
 WFR (%) 100 104 97,1 99,9 

 

Die Untersuchung der Kurzzeitstabilität ergab, dass diese bei 4 °C für alle Analyten bis zu 24 h 

gegeben war ( Tabelle 38). Die Wiederfindungsraten der untersuchten Kurzzeitstabilität bei 

4 °C lagen für IFN-�� bei 107 bis 111 %, für IL-2 bei 89,0 bis 101 %, für IL-10 bei 109 bis 116 %, 

bei IL-17 bei 83,4 bis 90,8 % und für PCT bei 83,1 bis 110 %. Damit lagen die Ergebnisse aller 

Analyten innerhalb des 80 bis 120 %-Akzeptanzbereiches ( Tabelle 38). 

Die Ergebnisse der untersuchten Kurzzeitstabilität bei RT zeigten, dass eine Lagerung bei RT 

bis zu 24 h bei den Analyten IFN-��, IL-2, IL-10 und PCT zu keiner Änderung der 

Analytkonzentration führte ( Tabelle 38). Die Wiederfindungsraten der untersuchten 

Kurzzeitstabilität bei RT lagen für IFN-�� bei 102 bis 114 %, für IL-2 bei 94,8 bis 107 %, für IL-

10 bei 114 bis 120 % und für PCT bei 89,2 bis 98,9 %. 

Für IL-17 zeigte sich, dass die Analytstabilität bei RT nur für 2 und 4 h gegeben war. Für die 

24 h RT-Probe sank die Analytkonzentration und die Wiederfindungsrate betrug nur noch 

51,9 %. Für die Proben gelagert bei RT für 2 h und 4 h ergaben sich Wiederfindungsraten von 

103 % und 86,4 % und erfüllten das Akzeptanzkriterium. 
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 Tabelle 38: Untersuchung der Kurzzeitstabilität. 

Simoa-Assay 
Kurzzeitstabilität 

AS 1 AS 5 AS 6 AS 7 AS 8 AS 9 AS 10 

IFN-�� Testtemperatur NA 4 °C 4 °C 4 °C RT RT RT 
  Lagerzeit bei Testtemperatur (h) NA 2 4 24 2 4 24 
  Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,06 1,13 1,18 1,14 1,12 1,22 1,09 
  WFR (%) 100 107 111 107 106 114 102 

IL-2 Testtemperatur NA 4 °C 4 °C 4 °C RT RT RT 
  Lagerzeit bei Testtemperatur (h) NA 2 4 24 2 4 24 
  Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,59 1,42 1,60 1,48 1,51 1,59 1,70 
  WFR (%) 100 89,0 101 92,7 94,8 100 107 

IL-10 Testtemperatur NA 4 °C 4 °C 4 °C RT RT RT 
  Lagerzeit bei Testtemperatur (h) NA 2 4 24 2 4 24 
  Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,40 1,62 1,63 1,53 1,68 1,60 1,63 
  WFR (%) 100 116 116 109 120 114 116 

IL-17 Testtemperatur NA 4 °C 4 °C 4 °C RT RT RT 
  Lagerzeit bei Testtemperatur (h) NA 2 4 24 2 4 24 
  Matrixkonzentration (pg·mL-1) 1,23 1,09 1,12 1,03 1,27 1,07 0,641 
  WFR (%) 100 88,0 90,8 83,4 103 86,4 51,9 

PCT Testtemperatur NA 4 °C 4 °C 4 °C RT RT RT 
  Lagerzeit bei Testtemperatur (h) NA 2 4 24 2 4 24 
  Matrixkonzentration (pg·mL-1) 138 115 145 138 137 128 123 
  WFR (%) 100 83,1 105 110 98,9 92,2 89,2 

 

4.2.10 Korrelation des entwickelten PCT Simoa-Assays mit einem klinischen 

Analysegerät 

Um die Richtigkeit des entwickelten PCT Simoa-Assays zu untersuchen, wurde ein 

Methodenvergleich mit dem klinischen B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor Assay  (klinisches 

Analysegerät, [123]) durchgeführt. Die Analyse mit dem klinischen Analysegerät erfolgte im 

Zentrallabor des Universitätsklinikum Tübingen.  

Proben mit hoher, mittlerer und niedriger Analytkonzentration (gemessen mit PCT Simoa-

Assay) wurden mit beiden Methoden analysiert. Um einen breiten Konzentrationsbereich 

abzudecken, wurden Patientenproben mit diagnostizierter viraler und bakterieller Infektion, als 

auch Proben von gesunden Spendern analysiert (siehe Kapitel 3.2.5.2). Die Validierung des 

PCT Simoa-Assays erfolgte für EDTA-Plasma als Probenmatrix. Um die Eignung des 

entwickelten Assays für die Analyse von humanem Serum und humaner 

Zerebrospinalflüssigkeit zu untersuchen, wurden diese beiden Probenarten für die 

Durchführung des Methodenvergleichs ebenfalls analysiert. Die Untersuchung und Bewertung 

der Korrelation der beiden Methoden erfolgte durch eine Passing-Bablok Regression 

(Abbildung 20).  
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Der Median der IFN-�� Konzentration lag für die Proben entnommen vor der Einlaufphase bei 

0,311 pg·mL-1 (IQA = 0,342 pg·mL-1, Mittelwert = 0,518), nach Ende des Tempodauerlaufs bei 

0,330 pg·mL-1 (IQA = 0,425 pg·mL-1, Mittelwert = 0,541 pg·mL-1) und 2 h nach dem 

Tempodauerlauf bei 0,295 pg·mL-1 (IQA = 0,386 pg·mL-1, Mittelwert = 0,466 pg·mL-1). 

Ausgehend von dem Median der IFN-�� Konzentration vor der Einlaufphase stieg der Median 

der Konzentration nach dem Tempodauerlauf an und sank 2 h nach dem Tempodauerlauf auf 

ein IFN-�� Level unterhalb der Konzentration vor der Belastung. Die Signifikanzanalyse nach 

Wilcoxon zeigte keinen signifikanten Unterschied der IFN-�� Konzentration vor der 

Einlaufphase und direkt nach dem Tempodauerlauf. Die IFN-�� Konzentration 2 h nach dem 

Tempodauerlauf war signifikant niedriger als die Konzentration vor der Einlaufphase 

(p = 0,0349). Der Median der IL-10 Konzentration der Probanden lag für die Proben 

entnommen vor der Einlaufphase bei 4,66 pg·mL-1 (IQA = 2,11 pg·mL-1, 

Mittelwert = 6,25 pg·mL-1). Nach dem Tempodauerlauf stieg das IL-10 Level signifikant an 

(p < 0,0001) und erreichte einen Median von 7,42 pg·mL-1 (IQA = 2,46 pg·mL-1). 2 h nach dem 

TDL lag die Median-Konzentration bei 7,97 pg·mL-1 (IQA = 5,38 pg·mL-1, 

Mittelwert = 9,11 pg·mL-1) und war signifikant höher als die Konzentration vor der Einlaufphase 

(p < 0,0001), aber mit einem p-Wert von 0,198 nicht signifikant höher als die 

Analytkonzentration direkt nach TDL (p-Wert nicht in Abbildung 24 dargestellt). Der Median 

der IL-17 Konzentration (n = 17) lag vor der Einlaufphase bei 0,135 pg·mL-1 

(IQA = 0,145 pg·mL-1, Mittelwert = 0,360 pg·mL-1) und war nicht signifikant unterschiedlich 

(p = 0,185) von der IL-17 Konzentration direkt bzw. 2 h nach dem Tempodauerlauf (p = 0,295). 

Der Median der PCT Konzentration der Probanden (n = 21) lag für die Proben entnommen vor 

der Einlaufphase bei 107 pg·mL-1 (IQA = 156 pg·mL-1, Mittelwert = 303 pg·mL-1), nach Ende 

des Tempodauerlaufs bei 112 pg·mL-1 (IQA = 156 pg·mL-1, Mittelwert = 310 pg·mL-1) und 2 h 

nach dem Tempodauerlauf bei 107 pg·mL-1 (IQA = 122 pg·mL-1, Mittelwert = 287 pg·mL-1). 

Ausgehend von dem Median der PCT Konzentration vor der Einlaufphase stieg die 

Konzentration nach dem Tempodauerlauf signifikant an (p = 0,0263) und sank 2 h nach TDL 

wieder auf ein Niveau im Bereich der Konzentration vor der Belastung (kein signifikanter 

Unterschied, p = 0,588). 
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auseinanderliegende zurückgerechnete Konzentrationen ergeben. Dies ergibt im Assay eine 

entsprechend schlechtere Präzision und Richtigkeit (engl.: accuracy). 

Es konnte für alle fünf Analyten passende Antikörperpaare identifiziert werden (Tabelle 15), 

die sowohl hohe Signale bei niedrigen Hintergrundsignalen sowie gute Kurvenverläufe 

aufwiesen. Mit diesen finalen Antikörperkombinationen wurden die weiteren Versuche zur 

Assayoptimierung durchgeführt. 

Für die Entwicklung des IFN-���� �,�P�P�X�Q�R�D�V�V�D�\�V�� �Z�X�U�G�H�Q�� �V�H�F�K�V�� �$�Q�W�L�N�|�U�S�H�U�S�D�D�U�N�R�P�E�L�Q�D�W�L�R�Q�H�Q��

untersucht. Hierbei zeigte die beste Kombination (FA1 x DA2) ein um den Faktor 1,4 höheres 

S/N-Verhältnis bei der niedrigsten getesteten Analytkonzentration von 0,032 pg·mL-1, im 

Vergleich zur zweitbesten Kombination, auf. Für die Entwicklung des IL-2 Immunoassays 

wurden fünf Antikörperpaarkombinationen getestet, von welchen die Kombination FA3 x DA1 

das beste S/N-Verhältnisse (Faktor 2,0) zeigte. Für die Etablierung des IL-10 und des IL-17 

Immunoassays wurden jeweils neun Antikörperkombinationen getestet. Die beste IL-10 

Antikörperkombination (FA1 x DA2) wies ein um den Faktor 1,8 höheres S/N-Verhältnis, im 

Vergleich zur zweitbesten Kombination, auf. Während der Testung aller vorhandenen IL-17 

Antikörperkombinationen zeigte sich, dass für zwei Kombinationen (FA2 x DA1 und FA2 x 

DA2) vergleichbare Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Kombination FA2 x DA1 zeigte 

sehr ähnliche Ergebnisse und Versuche zur Assayoptimierung wurden auch mit dieser 

Kombination durchgeführt. Die Ergebnisse wurden nicht dargestellt, da diese weiterhin sehr 

vergleichbar blieben, sich aber kontinuierlich leicht zu schlechteren Ergebnissen verschoben. 

Aus diesem Grund wurde für den finalen IL-17 Assay die Antikörperkombination FA2 x DA1 

eingesetzt. Für die Entwicklung eines PCT Simoa-Assays wurden zwei monoklonale 

Antikörper verwendet. Diese Antikörper wurden als Antikörperpaar in einem Immunoassay 

(ELISA) mit hoher Affinität zu Procalcitonin und keiner Kreuzreaktivität zu Calcitonin und 

Katacalcin beschrieben [122]. Der Antikörper 1 (Klone 4A6) ist gegen die PCT-Propeptid 

Sequenz gerichtet. Der zweite Antikörper (Klon 2F3) ist gegen die Calcitonin Sequenz 

gerichtet [122]. Aufgrund der höheren Spezifität für Procalcitonin des Antikörper 1 (Klon 4A6) 

wurde, bei ähnlicher Sensitivität zur Optimierung des initialen Assays, dieser Antikörper als 

Fängerantikörper verwendet und der Klon 2F3 als Detektionsantikörper. 

5.2.2 Assayoptimierung 

Ein wichtiger Parameter für die Optimierung von Simoa-Immunoassays ist die Wahl des 

Assayprotokolls. In dieser Arbeit wurden 2-Schritt- und 3-Schrittassayformate getestet und 

verglichen. Liegt ein 2-Schrittassayformat vor, werden in einem ersten Schritt die 

Fängerantikörper-Mikrosphären mit der Probe und dem biotinylierten Detektionsantikörper 

inkubiert und in einem zweiten Schritt erfolgt die Inkubation mit dem Streptavidin-��-

galactosidase-Konjugat. Während eines 3-Schrittassayformates erfolgen die Inkubationen der 
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Probe mit den Fängerantikörper-Mikrosphären und dem Detektionsantikörper getrennt in zwei 

Schritten und in einem dritten Schritt die Inkubation mit SBG. Nach der Inkubation mit SBG 

erfolgt in beiden Assayformaten die Zugabe des Enzymsubstrates. Die Bewertung der 

Ergebnisse erfolgte anhand der Kalibriergeraden und der höchsten erreichten Sensitivität. 

In einem zweiten Schritt erfolgte die Optimierung der Pufferzusammensetzung der Assays. 

Festphasen-Immunoassays beinhalten die Immobilisierung von Biomolekülen an eine feste 

Oberfläche, im Fall von Simoa-Assays an Mikrosphären. Solche Festphasen können jedoch 

dazu führen, dass unspezifische Bindung anderer Proteine oder Biomoleküle an unbesetzte 

Stellen auf der Oberfläche der Mikrosphären während der nachfolgenden Schritte des Assays 

die Spezifität und Empfindlichkeit der Assay-Ergebnisse beeinträchtigen. Die unspezifische 

Bindung an die Oberfläche kann minimiert werden, indem diese unbesetzten Bindungsstellen 

mit Blockierungsreagenz gesättigt werden, weswegen im Zuge einer Assayentwicklung eine 

Optimierung der Pufferzusammensetzung durchgeführt werden sollte. Hierbei sind 

Blockierungsreagenzien und -methoden in der Regel empirisch auszuwählen, da es kein 

standardisiertes Verfahren gibt, welches für alle Anwendungen, Analyten und Antikörper 

gleichermaßen geeignet ist. Als Blockierungsreagenz können proteinhaltige Lösungen oder 

Detergenzien eingesetzt werden. Proteinblocker können hier neben der Blockierung nicht 

besetzter Stellen an der festen Oberfläche auch die an die Oberfläche gebundenen 

Biomoleküle stabilisieren und sterische Hinderungen reduzieren. Bovines Serumalbumin 

(Abk.: BSA) ist ein weitverbreitetes, preiswertes Blockierungsreagenz, erzielt aber oft nicht die 

besten Ergebnisse (auch in dieser Arbeit zu sehen). Serum oder Plasma hingegen sind, 

aufgrund der natürlichen molekularen Vielfalt, gute Blockierungsreagenzien und blockieren 

wirksam Biomolekül-Oberflächen-Wechselwirkungen und unspezifische Protein-Protein-

Interaktionen [125, 126]. Für die Optimierung der Pufferzusammensetzung der Simoa-Assays 

wurden Plasmaproben von verschiedenen Tieren in verschiedenen Konzentrationen getestet 

und die Ergebnisse anhand der Kalibriergeraden und der Analyse von humanen 

Plasmaproben bewertet.  

In einem weiteren Schritt wurde die Konzentrationen der Assayreagenzien optimiert und es 

wurde getestet mit welchen Konzentrationen der einzelnen Assaykomponenten die Sensitivität 

und Performance der Assays gesteigert werden konnten. Hierbei sollte die minimalste 

mögliche Konzentration gefunden werden, mit welcher die besten Ergebnisse erzielt werden 

können, aber gleichzeitig auch an Reagenzien gespart werden kann, um die Kosten zu 

reduzieren. In dieser Arbeit wurden die jeweiligen Konzentrationen an Detektionsantikörper 

und Streptavidin-��-galaktosidase optimiert. Die Bewertung der Ergebnisse erfolgte anhand der 

Kalibriergeraden und der höchsten erreichten Sensitivität, die als primäres Ziel der zu 

entwickelnden Immunoassays galt. 

Die Ermittlung eines geeigneten Assayprotokolls zeigte, dass die Simoa-Assays für IFN-������
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dieser Arbeit beschriebenen Akzeptanzkriterien wurden festgelegt in Anlehnung an die 

Vorgaben dieser Gesundheitsbehörden. 

Hierbei wurden folgende Immunoassay-Parameter bestimmt: Kalibrierkurvenmodell, 

Bestimmungsgrenzen (obere- und untere Bestimmungsgrenze), Nachweisgrenze, Präzision 

(Intraassay- und Interassay Präzision), Wiederfindungsrate, Verdünnungslinearität, Parallelität 

und Analytstabilität (Kurzzeitstabilität und die Stabilität gegenüber Einfrier- und Auftauzyklen).  

 

5.3.1 Kalibrierkurvenmodell 

Das Kalibrierkurvenmodell aller entwickelten Simoa-Assays war ein 4-parametrisch 

logistischer Kurvenfit (Gewichtung: 1/Y2). Die Gewichtung gleicht hierbei die steigende Größe 

der Residuen mit zunehmender Analytkonzentration aus [29]. Anhand der Wiederfindungsrate 

und der Präzision wurde die Anwendbarkeit des Kalibrierkurvenmodells geprüft. Die 

festgelegten Akzeptanzkriterien waren dabei eine Wiederfindungsrate von 80 bis 120 % 

(bezogen auf die nominale Konzentration) und eine Präzision von kleiner als 20 % VK der 

Replikate. Die Eignung des gewählten Kalibrierkurvenmodelles konnte für die Analyten IFN-��, 

IL-2 und PCT aufgezeigt werden. Für die Analyten IL-10 und IL-17 wurden im niedrigen 

Konzentrationsbereich der Standardkurven (CAL 7, siehe Tabelle 27) die Akzeptanzkriterien 

nicht eingehalten. Ein Grund dafür ist die fehlende Sensitivität der Antikörperkombinationen in 

den entsprechenden Konzentrationsbereichen von 3,2 fg�ÂmL-1 für IL-10 bzw. 10,0 fg�ÂmL-1 für 

IL-17. Aufgrund der fehlenden Sensitivität der Antikörper in diesen niedrigen 

Konzentrationsbereichen ist ein zuverlässiges Quantifizieren nicht möglich, was sich in 

erhöhten Variationskoeffizienten bzw. Wiederfindungsraten widerspiegelt. Da für beide 

Analyten jeweils der niedrigste Kalibrator CAL 7 die Akzeptanzkriterien nicht erfüllte, wurden 

sie nicht in den Quantifizierungsbereich der jeweiligen Assays eingeschlossen, jedoch als 

Ankerpunkte (engl.: anchor point) weiterhin mitgeführt. Ankerpunkte außerhalb des 

Quantifizierungsbereiches können die Gesamtregression verbessern und müssen hierbei 

keine Akzeptanzkriterien erfüllen [24, 29]. Aus diesem Grund wurde für IL-10 und IL-17 

ebenfalls das 4-parametrisch logistische Kurvenmodell mit einer 1/Y2-Gewichtung 

angewendet, welche bis zu CAL 6 bzw. bis zum LLoQ eine gute Kurvenanpassung aufzeigte. 

Für die Analyten IFN-�� und IL-2 lag der bestimmte LLoQ-Wert oberhalb von CAL 7, weswegen 

auch für diese Analyten CAL 7 als Ankerpunkt eingesetzt wurde. Trotz Einsatz von 

Ankerpunkten bestehen die Kalibrierkurven aller Analyten aus mindestens sechs 

Kalibrierpunkten, was nach den Richtlinien der Gesundheitsbehörden der Mindestanzahl an 

Kalibratorpunkten entspricht [23, 24, 29]. 

Um die Richtigkeit der finalen Kalibrierkurven zu untersuchen, wurde für die Analyten IL-2, 

IL-10 und IL-17, eine Kalibrierung des eingesetzten Standardproteins (kommerziell erworben, 
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siehe Tabelle 5) mit WHO-Referenzmaterial (Tabelle 6) durchgeführt. Für die Analyten IFN-����

und PCT war kein Referenzmaterial verfügbar. Die Ergebnisse der Kalibrierung mit WHO-

Referenzmaterial zeigten, dass das Einführen eines Korrekturfaktors für die drei untersuchten 

Simoa-Assays notwendig war (Tabelle 28) um die verwendeten Standardproteine an die 

Referenzwerte anzupassen.  

5.3.2 Bestimmungs- und Nachweisgrenzen 

Die Bestimmungsgrenzen eines Immunoassays definieren den Assaybereich, in welchem der 

Analyt zuverlässig nachgewiesen (Nachweisgrenze) bzw. quantifiziert (Bestimmungsgrenzen) 

werden kann [23, 24]. Um diese Grenzen zu definieren, wurden die Nachweisgrenze (engl.: 

Limit of detection, Abk.: LoD) und die untere und obere Bestimmungsgrenzen (engl.: Lower 

limit of quantification, Abk.: LLoQ; engl.: Upper limit of quantification, Abk.: ULoQ) ermittelt. 

Bei der Entwicklung der Simoa-Immunoassays wurde eine möglichst hohe Sensitivität 

angestrebt. Im Folgenden (Tabelle 39) sind die Bestimmungsgrenzen kommerziell erhältlicher 

zum Teil hochsensitiver ELISAs (Quantikine High Sensitivity ELISA Kits, R&D Systems) bzw. 

des B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor Assays (ThermoFisher Scientific. ) und die der 

entwickelten Simoa-Immunoassay gegenübergestellt, um den erreichten Sensitivitätsgewinn 

zu verdeutlichen. 

 

Tabelle 39: Vergleich der Bestimmungsgrenzen der Simoa-Immunoassays mit denen kommerziell 
erhältlicher ELISAs .  
Informationen zu Quantikine ELISA Kits: R&D Systems Homepage (https://www.rndsystems.com/), Stand: 9.April 
2020; Informationen zu B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor Assay: ThermoFisher  Scientific Homepage 
(https://www.procalcitonin.com/pct-assays/pct-sensitive-kryptor.html), Stand: 9. April 2020.  
�ÄHS�³ = hohe Empfindlichkeit (engl.: high sensitivity). 
 

Analyt Parameter  Entwickelter 
Simoa-Assay 

Kommerzieller Assay (Hersteller, Bestellnr.) 

IFN-�� LoD. (pg·mL-1) 0,012 5,69 Quantikine ELISA, R&D Systems. 
 LLoQ (pg·mL-1) 0,025 15,6 Bestellnummer.: DIF50C 
 ULoQ. (pg·mL-1) 100 1000  

IL-2 LoD. (pg·mL-1) 0,018 0,066 Quantikine HS ELISA, R&D Systems 
 LLoQ (pg·mL-1) 0,029 0,30 Bestellnummer: HS200 
 ULoQ. (pg·mL-1) 60,0 20,0  

IL-10 LoD. (pg·mL-1) 0,0006 0,17 Quantikine HS ELISA, R&D Systems 
 LLoQ (pg·mL-1) 0,0064 0,80 Bestellnummer: HS100C 
 ULoQ. (pg·mL-1) 13,0 50,0  

IL-17 LoD. (pg·mL-1) 0,015 0,051 Quantikine HS ELISA, R&D Systems 
 LLoQ (pg·mL-1) 0,0195 0,20 Bestellnummer: HS170 
 ULoQ. (pg·mL-1) 40,0 15,0  

PCT LoD. (pg·mL-1) 0,438 40 B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor Assay 
 LLoQ (pg·mL-1) 1,22 60 Bestellnummer: NA 
 ULoQ. (pg·mL-1) 900 ���Â����6  
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Die in dieser Arbeit entwickelten Simoa-Immunoassays weisen alle eine höhere Sensitivität 

auf als die kommerziell erhältlichen hochsensitiven ELISAs (Tabelle 39). Für IL-2 und IL-17 

wurde eine Sensitivitätssteigerung um den Faktor 10 erreicht. Für die Analyten IFN-��, IL-10 

und PCT wurde eine Sensitivitätssteigerung um den Faktor 624 (Quantikine IFN-�� Assay: kein 

hochsensitiver Assay verfügbar), 125 bzw. 50 erreicht. Sensitivitätssteigerungen um den 

Faktor 10 �± 100 sind mit ultrasensitiven Technologien erreichbar und wurden bereits mehrfach 

in der Literatur beschrieben [8, 16, 65]. Dies wurde auch bei einem selbstdurchgeführten 

Methodenvergleich (Simoa- vs. Luminex-Technologie) unter Einsatz der gleichen 

Assayreagenzien (Antikörper und Kalibratorprotein) bestätigt (Ergebnisse nicht dargestellt). 

Der dynamische Bereich der entwickelten Simoa-Assays konnte für alle Analyten, mit 

Ausnahme von PCT, um den Faktor 27 bis 62 im Vergleich zu den kommerziellen Assays 

(Tabelle 39) gesteigert werden. Hohe dynamische Bereiche ermöglichen es niedrige, als auch 

relativ gesehen sehr hohe Probenkonzentrationen mit nur einem Probenverdünnungsfaktor zu 

bestimmen, womit die Anzahl der Messwiederholungen und somit auch Kosten und 

Zeitaufwand verringert werden kann. 

Wichtig ist zudem, dass die Bestimmungsgrenzen einen Konzentrationsbereich einschließen, 

der den Analytkonzentrationen des zu untersuchenden Probenmaterials entspricht bzw. einen 

Bereich, welcher durch Verdünnen der Proben (Parallelität) erreicht werden kann. Wie in 

Kapitel 4.3 gezeigt, ist dies für alle Analyten außer IL-2 in Plasma und Serum gegeben. Außer 

für IL-2 befinden sich die Konzentrationen der Analyten innerhalb der Bestimmungsgrenzen 

der in dieser Arbeit entwickelten Assays. Der für IL-2 ermittelte Quantifizierungsbereich von 

�������������� �E�L�V�� ���������� �S�J�Â�P�/-1 war hingegen nicht ausreichend niedrig für die zuverlässige 

Bestimmung der Analytkonzentration in gesunden Spendern. Eine Steigerung der Sensitivität 

könnte hier nur noch durch den Einsatz anderer Antikörper erreicht werden. Durch die im 

Rahmen der Entwicklung des Assays etablierten Optimierungen der eingesetzten Puffer, 

Konzentrationen an Reagenzien und des Assayprotokolls konnten keine weiteren Erhöhungen 

der Sensitivität des IL-2 Assays erzielt werden. 

Generell gilt, dass (wie bereits beschrieben) für den absoluten Vergleich der Sensitivität 

verschiedener Assays ein Abgleich der in den Assays eingesetzten Kalibratorproteine 

durchgeführt werden müsste. Eigene Erfahrungen zeigten, dass basierend auf den reinen 

Assay-Kenndaten der Hersteller oftmals eine Konzentrationsbestimmung in humanen Proben 

zuverlässig möglich sein sollte. Die Ergebnisse zeigen dann aber häufig, dass dies doch nicht 

der Fall ist und für viele Proben die gemessene Analytkonzentrationen unter dem LLoQ des 

eingesetzten Assays liegen. Mit der Simoa-Technologie werden im direkten Vergleich 

dagegen in der Regel für alle gemessenen Proben die Analytlevel oberhalb des 

Quantifizierungslimits quantifiziert (eigener Erfahrungswert, Ergebnisse nicht dargestellt). Dies 

zeigt, dass die von den Kitherstellern angegebenen Sensitivitäten ggf. nicht immer korrekt 
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sind, bzw. die angegeben Assaysensitivitäten nicht den Konzentrationen in realen Proben bei 

einer Messung von nativem Protein entsprechen. Dies wiederum kann unter der Annahme, 

dass ein international gültiger Referenzstandard gleich wie das native Protein erkannt wird, 

geprüft werden, wie in dieser Arbeit erfolgt (Kapitel 4.2.2). Zusätzlich ist für solche Vergleiche 

die Vermessung von identischen Probensets mit den unterschiedlichen Testsystemen von 

Vorteil, um eine gleichartige Erkennung von rekombinantem und nativem Protein in der zu 

testenden Probenmatrix zu verifizieren. 

5.3.3 Präzision und Wiederfindungsrate 

Ebenfalls wichtige Parameter zur Beurteilung der Qualität von Immunoassays sind die 

Präzision und die Wiederfindungsrate eines Immunoassays [23, 24]. Die Intraassay- und 

Interassay-Präzision sowie die Wiederfindungsrate wurden im hohen, mittleren und niedrigen 

Konzentrationsbereich der Simoa-Immunoassays bestimmt. Die Bestimmung der Intraassay- 

und Interassay-Präzision erfolgte unter Verwendung von QC-Proben (Tabelle 19). Für die 

Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde humanes Plasma mit unterschiedlichen Mengen 

an rekombinantem Protein versetzt (Tabelle 20). 

Die Akzeptanzkriterien zur Bestimmung der Intraassay-Präzision waren ein VK von < 15 % 

bzw. < 20 % in den Bereichen des LLoQ bzw. ULoQ. Die Akzeptanzkriterien zur Bestimmung 

der Interassay-Präzision waren ein VK von < 20 % bzw. < 30 % für die Bereiche des LLoQ 

bzw. ULoQ. Die Wiederfindungsrate sollte im gesamten Messbereich zwischen 80 und 120 %, 

bezogen auf die eingesetzte Konzentration des rekombinanten Proteins, liegen. Liegt die 

Wiederfindungsrate außerhalb dieses Bereiches, sollte sie zumindest über den gesamten 

dynamischen Assaybereich konstant sein. 

Für alle Analyten konnten die Akzeptanzkriterien der Intraassay- und Interassay-Präzision 

eingehalten werden. Dies zeigt, dass die verwendeten Kalibrierkurvenmodelle geeignet sind 

und die Rückrechnung der Konzentration innerhalb des dynamischen Bereiches zuverlässige 

Ergebnisse liefert. Dies ist von hoher Wichtigkeit um Ergebnisse unterschiedlicher 

Analyseläufe, z. B. innerhalb einer zeitlich langfristig angelegten Studie, vergleichen zu 

können. 

Die Kriterien der Wiederfindungsrate wurden von allen Assays bis auf IL-10 erfüllt. Der IL-10 

Assay zeigte für die Probe im hohen Konzentrationsbereich eine zu hohe Wiederfindungsrate 

(138 %). Für die weiteren zwei getesteten Proben lagen die Wiederfindungsraten im 

Akzeptanzbereich. Dies lässt ausschließen, dass es Unterschiede in der Signal-

Konzentrationsbeziehung zwischen der biologischen Matrix und der in Puffer hergestellten 

Kalibrierkurve gibt. Generelle Matrixeffekte lassen sich demnach auch ausschließen. Da nur 

eine der drei getesteten Proben die Akzeptanzkriterien nicht erfüllte, wurde die Wiederfindung 

als akzeptierbar gewertet. 
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Die Ergebnisse der Präzision und der Wiederfindungsrate zeigen, dass mit den entwickelten 

Simoa-Immunoassays eine zuverlässige Bestimmung der Analytkonzentration erzielt wird. 

5.3.4 Verdünnungslinearität und Parallelität 

Die Verdünnungslinearität zeigt auf, ob der zu bestimmende Analyt, mit einer 

Probenkonzentration oberhalb des ULoQ-Wertes, nach Verdünnung in den 

Quantifizierungsbereich mit ausreichender Richtigkeit quantifiziert werden kann. Es bestimmt 

inwieweit die Signal-Konzentrationsbeziehung des Analyten in einer biologischen Matrix nach 

Verdünnung in Puffer linear ist, wobei hier der Einfluss der Matrix durch starkes Verdünnen 

vernachlässigbar ist [23, 28, 32]. Die Parallelität zeigt auf, ob die Bindungseigenschaften der 

Antikörper an das endogene Protein der Bindung an das rekombinante Kalibratorprotein 

entspricht [23, 28, 34]. Für die Untersuchung der Parallelität wird im Gegensatz zur 

Verdünnungslinearität die biologische Matrix nicht mit Kalibratorprotein versetzt, d. h. 

untersucht wird allein endogenes Material. Daher werden Proben mit hoher endogener 

Analytkonzentration benötigt. Ist keine Linearität oder Parallelität gegeben, werden durch die 

Rückrechnung der Verdünnung falsche Konzentrationswerte erhalten und das Vergleichen 

von unterschiedlich verdünnten Proben ist somit nicht möglich. Das festgelegte 

Akzeptanzkriterium für die Verdünnungslinearität und die Parallelität war eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen auf den ermittelten Referenzwert. 

Die Ergebnisse der Verdünnungslinearität- und Parallelitätsbestimmung zeigten, dass für die 

entwickelten Simoa-Assays die Akzeptanzkriterien über den gesamten untersuchten 

Konzentrationsbereich gegeben waren. 

Für IL-2 konnte keine Parallelität bestimmt werden. Wie beschrieben, sind für die Prüfung der 

Parallelität Proben mit hohem endogenen Analytlevel notwendig, welche für IL-2 nicht 

vorhanden waren. Da Angaben zur Parallelität für diesen Assay fehlen, können Analysen nur 

unter Verwendung eines einheitlichen Verdünnungsfaktors (Verdünnungsfaktor basierend auf 

Verdünnungslinearitätsbestimmung: 4) durchgeführt werden. Sollten Proben mit hoher 

endogener Analytkonzentration analysiert werden, wären diese zunächst in mehreren 

Verdünnungen zu analysieren und mit den erhaltenen Ergebnissen die Parallelität zu 

bewerten. 

5.3.5 Analytstabilität 

Die Analytstabilität in der zu untersuchenden Matrix wird untersucht, um sicherzustellen, dass 

Probenvorbereitungsschritte und Lagerbedingungen die gemessene Konzentration des 

Analyten nicht beeinflussen [23-25, 28, 32]. Durch mehrfache Analyse einer Probe (z. B. 

Bestimmung mehrerer Analyten aus einer Probe, Messwiederholungen etc.) können zudem 

mehrere Einfrier- und Auftauzyklen notwendig werden. Dabei können nicht optimale 
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Lagerbedingungen sowie Einfrier- und Auftauzyklen zu Änderungen der Proteinstruktur führen 

[131], sodass diese ggf. von den eingesetzten spezifischen Antikörpern nicht mehr erkannt 

werden und dies zu einer inkorrekten Quantifizierung des Analyten führt. 

Die Analytstabilität wurde bezogen auf die Lagertemperatur (2 - 8°C und RT) Lagerzeit (2, 4 

und 24 h) und die Anzahl der Einfrier- und Auftauzyklen (1 bis 3 Zyklen) bestimmt. Das 

festgelegte Akzeptanzkriterium zur Bestimmung der Analytstabilität war eine 

Wiederfindungsrate von 80 bis 120 %, bezogen auf die Referenzprobe (selbe Blutprobe 

gelagert bei < -60 °C bis zur Analyse ohne Einfrier- und Auftauzyklen).  

Die Ergebnisse der Analytstabilität zeigten, dass diese für alle untersuchten Analyten, 

ausgenommen für IL-17, unter allen getesteten Bedingungen gegeben war. Eine Lagerung 

von 24 h bei RT führte zu einer starken Unterquantifizierung von IL-17 (WFR = 51.9 %). Nach 

4 h Lagerung bei RT lag die Wiederfindungsrate für IL-17 noch innerhalb des 

Akzeptanzbereiches (WFR = 86,4 %), jedoch deutete sich hierbei ein Trend zu niedrigen 

Konzentrationen an. Dies zeigt auf, dass zur Analyse von IL-17 keine Probenlagerung bei RT 

erfolgen sollte und auf eine Lagerung bei 2 bis 8 °C ausgewichen werden sollte, was auch 

dem normalen Vorgehen in analytisch arbeitenden Laboren entspricht. 

5.3.6 Korrelation des entwickelten PCT Simoa-Assays mit Messungen eines kli nischen 

Analyzers  

Um die Richtigkeit des entwickelten PCT Simoa-Assays zu untersuchen, wurde ein 

Methodenvergleich mit dem klinischen Analyzer (B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive K ryptor Assay, 

[123]) durchgeführt. Hierfür wurden Proben mit hoher, mittlerer und niedriger 

Analytkonzentration mit beiden Methoden analysiert. Die Validierung des PCT Simoa-Assays 

erfolgte für EDTA-Plasma als Probenmatrix. Um die geplante Analyse von Serum und 

Zerebrospinalflüssigkeitsproben mit dem entwickelten PCT Assay durchführen zu können, 

wurde zusätzlich zu Plasma mit diesen beiden Probenarten der Methodenvergleich 

durchgeführt. So konnte eine Aussage über die korrekte Quantifizierung und die 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse getroffen werden. Hierbei war ein Ziel, trotz unterschiedlicher 

dynamischer Bereiche der beiden Methoden (Simoa PCT: 1,22 bis 900 �S�J�Â�P�/-1; B·R·A·H·M·S 

PCT-Sensitive Kryptor Assay: 60,0 bis 5�Â106 pg�ÂmL-1), Ergebnisse für eine möglichst große 

Probenanzahl mit beiden Methoden zu generieren. Hierfür wurden für den hohen 

Konzentrationsbereich Proben von Spendern mit bekannter bakterieller Infektion (Meningitis) 

analysiert. Ein Methodenvergleich im niedrigen Konzentrationsbereich des PCT Simoa-Assay 

war aufgrund der unteren Bestimmungsgrenze des Referenz-Assays nicht möglich. Von 81 

untersuchten Proben konnten mit dem B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor Assay in 39 keine 

PCT Konzentration ermittelt werden, da die Konzentrationen dieser Proben unterhalb des 

LLoQ-Wertes des klinischen Analysegerätes lagen. Mit dem PCT Simoa-Assay konnte 
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uneinheitlich und weichen teilweise stark von denen in dieser Arbeit bestimmten 

Konzentrationen der jeweiligen Analyten ab. Die drei exemplarisch genannten Arbeiten [132-

134] listen zum Beispiel IL-10 Konzentrationen in Serum gesunder Spender von 12,6 (Median), 

1,32 (Mittelwert) oder 0,07 pg·mL-1 (Mittelwert) auf. Mit dem in dieser Arbeit entwickelten 

Simoa-Immunoassay wurde in humanem Serum eine IL-10 Konzentration von 1,40 pg·mL-1 

(Mittelwert; Median = 1,28 pg·mL-1) bestimmt. Für IL-2 werden in den drei Publikationen 

Konzentrationen von 14,0 (Median), 10,6 (Mittelwert) oder 5,13 pg·mL-1 (Mittelwert) gelistet, 

wohingegen mit dem entwickelten Simoa-Assay, trotz deutlich höherer Empfindlichkeit und im 

Abgleich mit einem internationalen Referenzstandard, nur in fünf der 85 getesteten Proben der 

gesunden Spender eine IL-2 Konzentration ermittelt werden konnte. Alle weiteren 

Konzentrationen lagen unter dem LLoQ von 0,177 pg·mL-1. In der Literatur werden, wie 

beschrieben, häufig höhere Zytokinkonzentrationen berichtet. Mit zunehmender Anzahl 

hochsensitiver Methoden werden weitere Datensätze veröffentlicht in denen die Konzentration 

der Zytokine mit diesen Methoden bestimmt werden und diese zum Teil ebenfalls deutlich 

niedrige Zytokinkonzentrationen berichten. Diese Daten sind mit den hier bestimmten 

Analytkonzentrationen vergleichbar [8, 13, 65]. Für IL-2 wird zum Beispiel eine 

Analytkonzentration von 0,52 pg·mL-1 (Median) berichtet, hierbei konnten aber in dieser Arbeit 

nur für drei der 15 analysierten Proben eine Analytkonzentration bestimmt werden [65]. Dies 

entspricht den in dieser Arbeit beobachteten Ergebnissen. Für IL-10 wird in Serum ein Median 

von 1,28 pg·mL-1 (100% messbare Proben) berichtet, dies entspricht exakt der in dieser Arbeit 

bestimmen IL-10 Konzentration in der gleichen Matrix [65]. Aber auch hier wird z. B. für IFN-�� 

eine um den Faktor 66 höhere Konzentration, verglichen mit der hier ermittelten Konzentration, 

bestimmt [65]. 

Solche deutlichen Unterschiede können im Allgemeinen viele verschiedene Gründe haben. 

Zum einen die natürliche biologische Variabilität der Spender (Alter, Geschlecht, etc.), die 

Probenentnahme [135], aber natürlich auch die Nachweismethode [136]. Neben 

verschiedenen Technologien werden zur Analyse aber auch in den verschiedenen Assays 

zum Teil sehr unterschiedliche Assayreagenzien wie Antikörper oder Standardproteine 

eingesetzt. Auch der Einsatz gleicher Reagenzien auf unterschiedlichen Assayplattformen 

kann bei der Analyse der gleichen Proben zu Unterschieden in der Quantifizierung der 

Analyten führen. Ein wünschenswerter und wichtiger Schritt für eine bessere Vergleichbarkeit 

berichteter Analytkonzentrationen, trotz der Verwendung unterschiedlicher Technologien bzw. 

Reagenzien und somit zur Eliminierung von Fehlerquellen, wäre eine Kalibrierung der Assays 

mit Referenzmaterial [136]. Eine Kalibrierung sollte hierbei bei der Assayentwicklung erfolgen 

(analog zu z. B. Analysemethoden in akkreditierten Laboren) oder vor der Veröffentlichung 

von Ergebnissen, die mit kommerziell erhältlichen Immunoassays (wenn nicht durch 

Kithersteller erfolgt) ermittelt wurden. Um dies zu gewährleisten, wurden die im Rahmen dieser 
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signifikante Unterschiede zwischen den drei Abnahmezeitpunkten vorlagen. Hierbei wurde die 

relative Konzentrationsänderung bezogen auf die Analytkonzentration vor der Belastung 

untersucht. Die IL-17 Ergebnisse wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Die IL-17 

Konzentration ist demnach nicht abhängig von der hier getesteten Belastung und eignet sich 

nicht als Indikator für Trainingseffekte. Für IFN-�� zeigten sich zwei Stunden nach dem 

Tempodauerlauf leicht signifikant niedrigere Analytkonzentration. Dies entspricht 

Beobachtungen in stimulierten Vollblutkulturüberständen [140]. Das Ausmaß der Abnahme 

war hierbei abhängig von der Belastung und Anstiege der IFN-����Konzentration wurden bis zu 

24 h nach der Belastung beobachtet. IFN-�����N�|�Q�Q�W�H���V�L�F�K���G�H�P�Q�D�F�K���D�O�V���,�Q�G�L�N�D�W�R�U���H�L�J�Q�H�Q�����I�•�U���H�L�Q�H��

bessere Beurteilung wäre es aber nötig unterschiedliche Belastungsstärken bzw. 

Belastungsdauern vergleichend zu untersuchen. Die in dieser Arbeit ermittelte IL-10 

Konzentration stieg nach der Belastung signifikant an und sank 2 h nach der Belastung nicht 

wieder ab. In der Literatur werden unterschiedliche Effekte beschrieben. Zum Teil decken sich 

diese mit dem hier Beschriebenen und die IL-10 Konzentration steigt signifikant nach 

körperlicher Belastung an [94]. Es wird aber auch eine Abnahme von IL-10 nach Belastung 

beschrieben [141]. Die durchgeführten Belastungsintensitäten waren in den verschiedenen 

Studien unterschiedlich (z. B. 30 min 105 % IAS vs. 50 min 80 % IAS), was auch hier 

womöglich auf eine Anhängigkeit der IL-10 Konzentration von der Belastung hinweist. Dies 

könnte auf eine Aussagekraft von IL-10 auf die Art der Belastung hinweisen, müsste aber 

näher untersucht werden. PCT zeigte einen signifikanten Anstieg direkt nach der Belastung 

und einen Rückgang der Konzentration auf das Ausgangslevel 2 h nach der Belastung. Dies 

deckt sich zum Teil mit den in der Literatur beschriebenen Effekten. Direkt nach einem 100-

km-Lauf unter realen Wettkampfbedingungen (sehr starke Belastung) wurden ebenfalls 

signifikant erhöhte PCT Konzentrationen ermittelt, diese stiegen jedoch auch 24 h nach der 

Belastung weiter an [110]. Starke Belastungen haben demnach einen hohen Effekt, 

wohingegen der Effekt bei niedriger Belastung (wie in dieser Arbeit) zwar geringer ist, aber mit 

dem hochsensitiven Simoa-Assay nachweisbar war. Demnach könnte sich PCT auch als 

Indikator für geringere Belastungen eignen und müsste nochmals ggf. mit unterschiedlichen 

Belastungsstärken und unterschiedlichen Erholungsdauern genauer untersucht werden. 

Die hier ermittelten Daten legen dar, dass ein 30-minütiger Tempodauerlauf 

ausdauertrainierter Sportler im Bereich der aeroben-anaeroben Schwelle zum Teil Einflüsse 

auf die Konzentration der Analyten hat, aber diese zum Teil geringer sind als in der Literatur 

beschrieben. Die hier getestete körperliche Gesamtbelastung tritt womöglich hinter den 

Trainingseffekt zurück. Um dies auszuschließen und um zu untersuchen ab welcher Belastung 

die untersuchten Analyten ggf. deutlich signifikanter ansteigen, müssten unterschiedliche 

Belastungsstärken, Belastungsdauern aber auch Erholungsphasen untersucht werden. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 

Proteinbiomarker sind ein wichtiger Bestandteil der Diagnose, Verlaufsbeurteilung und 

Risikoeinschätzung von Krankheiten in der Medizin, aber auch ein wichtiger Bestandteil der 

Forschung und der Arzneimittelentwicklung. Viele dieser Biomarker lassen sich mit 

herkömmlichen Immunoassays, aufgrund der fehlenden Sensitivität der Technologien, nicht 

quantifizieren. Dies schwächt die Aussagekraft und die Interpretation von Biomarkern und 

kann auch dazu führen das Biomarker nicht als solche eingesetzt werden können. Der Bedarf 

an Sensitivität führte zur Entwicklung von hochsensitiven Immunoassay-Plattformen wie der 

Single Molecule Array (Abk.: Simoa) -Technologie der Firma Quanterix. Diese nun 

erreichbaren Sensitivitäten haben das Potential neue diagnostische Biomarker zu 

identifizieren und zu etablieren. Simoa-Assays sind Mikrosphären basierte ELISAs, die 

aufgrund von extrem kleinen individuellen Reaktionsräumen gekoppelt mit einer 

Signalamplifikation den hoch sensitiven Nachweis von niedrigkonzentrierten Analyten 

ermöglichen. 

In dieser Arbeit wurden hochsensitive Simoa-Immunoassays für die Zytokine IFN-�������,�/-2, IL-10 

und IL-17 und dem Entzündungsmarker PCT entwickelt, die eine hoch sensitive, präzise und 

einfache Quantifizierung dieser Analyten in Serum, Plasma oder CSF ermöglichen. Die 

entwickelten Simoa-Immunoassays sind semiautomatisierte Assays, die eine parallele 

Bearbeitung einer großen Probenanzahl ermöglichen. 

Im Anschluss an die Entwicklungsphase wurden die Immunoassays in einem 

zweckgerichteten Ansatz, unter Berücksichtigung der entsprechenden Richtlinien der 

Gesundheitsbehörden EMA und FDA, validiert. Anhand der ermittelten Validerungsparameter 

konnte aufgezeigt werden, dass die Sensitivitäten sehr gut und die dynamischen Bereiche 

passend sind.  

Die Anwendbarkeit der Assays zur Quantifizierung der Analyten in humanen Serum- und 

Plasmaproben gesunder Spender wurde in dieser Arbeit gezeigt und für vier der Analyten 

(ausgenommen IL-2) aufgrund der ausreichenden Sensitivität der Immunoassays ein 

Referenzbereich gesunder Spender ermittelt.  

Des Weiteren wurde mit dem entwickelten hochsensitiven PCT Simoa-Assay untersucht, ob 

die Bestimmung der PCT Konzentration bis in den niedrigen Konzentrationsbereich, die 

diagnostische Aussagekraft von PCT für die Differenzierung zwischen einer bakteriellen und 

einer viralen Meningitis steigern kann. Wäre diese Arbeitshypothese korrekt könnte PCT, 

anders als bisher beschrieben, auch als Biomarker für eine virale Meningitis in der Klinik 

eingesetzt werden und könnte eine schnellere Diagnose der zugrundeliegenden Ursache 

ermöglichen. Zur Untersuchung dieser Arbeitshypothese wurde zunächst ein 

Methodenvergleich zwischen dem entwickelten PCT Simoa-Assay und dem klinischen 
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B·R·A·H·M·S PCT-Sensitive Kryptor-Assay durchgeführt. Es konnte ei ne gute Korrelation 

zwischen dem neu entwickelten PCT Assays und der in der Routinediagnostik oft 

angewendeten Methode zur Quantifizierung von PCT demonstriert werden. Die in dieser Arbeit 

generierten Ergebnisse konnten die Arbeitshypothese jedoch nicht bestätigen. Mit dem 

entwickelten PCT Simoa-Assay konnte nicht zwischen gesunden Spendern und Patienten mit 

diagnostizierter viraler Meningitis diskriminiert werden, was PCT zu keinem Biomarker für eine 

virale Meningitis macht. Es konnte aber die in der Literatur beschriebene diagnostische 

Aussagekraft von Procalcitonin zur Diagnose einer bakteriellen Meningitis bestätigt werden. 

Zuletzt wurde untersucht, ob mit Hilfe der entwickelten hochsensitiven Immunoassays neue 

Biomarker als Indikatoren des Trainings- und Belastungsprozesses bei Sportlern ermittelt 

werden können. Die Ergebnisse zeigten, dass ein 30-minütiger Tempodauerlauf 

ausdauertrainierter Sportler im Bereich der aeroben-anaeroben Schwelle Einflüsse auf die 

Konzentration der Analyten IFN-�������,�/-10 und PCT im Serum der Probanden hat. Diese waren 

aber zum Teil geringer als in der Literatur beschrieben. Um zu untersuchen, ab welcher 

Belastung die untersuchten Analyten ggf. deutlich signifikanter ansteigen, müssten 

unterschiedliche Belastungsstärken, Belastungsdauern aber auch Erholungsphasen 

untersucht werden. 

Mit den neu entwickelten Simoa-Assays wurde gezeigt, dass Sensitivitäten bis in den niedrigen 

pg·mL-1-Konzentrationsbereich für die gewählten Proteinbiomarker erreicht werden können. 

Dies ermöglicht es bereits bestehende Aspekte, aber auch neue Fragestellungen zu 

untersuchen, und kann somit zu weiteren Erkenntnissen bei der Erforschung von 

inflammatorischen Prozessen führen.
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