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Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von einem Hapten oder einem entsprechenden

Antikorper.

@ Haptene oder entsprechende Antikdrper lassen sich

qualitativ und quantitativ bestimmen, indem man
einer Fliissigkeitsprobe, z.B. einer Kérperfliissigkeit, eine
vorbestimmte, bekannte Menge des Kupplungsproduktes
des Haptens mit einem Enzym und eine vorbestimmte,
bekannte Menge des Haptens bzw. dessen Antikorper in
Form eines unloslichen Priiparates zusetzt. Das Hapten
reagiert hierbei mit dem Antikdrper. Die fliissige Phase
wird sodann von der festen Phase getrennt und die En-
zymaktivitit in einer dieser Phasen qualitativ oder quan-
titativ bestimmt. Diese Aktivitéit ist ein Mass fiir die
Menge der gesuchten Verbindung, die sich anhand von
Bestimmungskurven ablesen lisst. Die Bestimmung ist
einfach und bendtigt keine komplizierten Apparaturen.
Sie lisst sich z.B. mit einer Testpackung ausfiihren, die
gine vorbestimmte Menge des Kupplungsproduktes des
Haptens mit einem Enzym, eine vorbestimmte Menge ei-
ner Komponente des Reaktionssystems in unidslicher
Form und ein Substrat zur Bestimmung der Enzymak-
tivitdt besteht.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestim-
mung von einem Hapten oder einem entsprechenden Antikor-
per, dadurch gekennzeichnet, dass man einer Fliissigkeitsprobe,
welche die zu bestimmende Verbindungen enthilt, eine vorbe-
stimmte, bekannte Menge des Kupplungsproduktes des Hap-
tens mit einem Enzym und eine vorbestimmte, bekannte Menge
des Haptens bzw. dessen AntikGrpers in Form eines unldslichen
Priiparates zusetzt, wobei eine Reaktion des Haptens mit dem
Antikorper stattfindet, worauf die fliissige Phase von der festen
Phase getrennt wird und die Enzymaktivitit in einer dieser
Phasen qualitativ bestimmt wird, welche Aktivitit ein Mass fiir
die Menge der zu bestimmenden Verbindung ist.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass das Hapten ein Vitamin oder Hormon ist.

3. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass eine Oxidoreduktase als Enzym verwen-
det wird.

4. Testpackung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach
Patentanspruch 1, gekennzeichnet durch einen Gehalt an 20

(a) einer vorbestimmten Menge des Kupplungsproduktes
des Haptens mit einem Enzym,

(b) einer vorbestimmten Menge einer Kompomente des
Reaktionssystems in unldslicher Form,

(c) einem Substrat zur Bestimmung der Aktivitit des ver-
wendeten Enzyms.

Haptene und ihre Antikorper treten meist in geringen Konzen-
trationen auf. Nach der Definition von K. Landsteiner sind
Haptene proteinfreie Substanzen, deren chemische Konfigura-
tion so ist, dass sie nicht mit spezifischen Antikdrpern reagieren

» konnen, jedoch auch nicht so, dass sie zur Bildung von Antikér-
pern fiihren kénnen. Um jedoch trotzdem Antikorper za Hap-
tenen bilden zu kdnnen, miissen die Haptene, bevor sie dem
Testtier injiziert werden, an Polypeptide gekuppelt werden. Bei
der Bestimmung einer niedermolekularen Verbindung konkur-

1 rieren die zu bestimmende Substanz und deren Kupplungspro-
dukt mit einem Enzyn um eine bestimmte Menge des unl6sli-
chen spezifisch bindenden Proteins. Je mehr der niedermoleku-
laren Verbindung die Probe enthilt, um so geringer ist die
Chance fiir das Kopplungsprodukt aus dem 6slichen Enzym

1+ und der Verbindung, sich mit dem unlGslichen spezifischen
bindenden Protein zu verbinden und um so mehr des Kopp-
lungsproduktes bleibt in der fliissigen Phase zuriick, in der die
Enzymaktivitﬁt auf einfache Weise gemessen werden kann.

Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass man einer
Flussngkeltsprobe welche die zu bestimmende Verbindungen
enthiilt, eine vorbestimmte, bekannte Menge des Kupplungs-
produktes des Haptens mit einem Enzym und eine vorbe-
stimmte, bekannte Menge des Haptens bzw. dessen Antikorpers
15 in Form eines unloslichen Préparates zusetzt, wobei eine Reak-

tion des Haptens mit dem Antikorper stattfindet, worauf die

fliissige Phase von der festen Phase getrennt wird und die

Enzymaktivitit in einer dieser Phasen qualitativ oder quantita-

tiv bestimmt wird, welche Aktivitdt ein Mass fiir die Menge der
1w zu bestimmenden Verbindung ist.

Bei der-Bestimmung eines spezifischen bindenden Proteins
mit den gleichen Reagenzien treten das zu bestimmende I6sliche
Protein und das unlSsliche Protein in Konkurrenz, um eine
bestimmte Menge des Kopplungsproduktes des Haptens mit

Zum Nachweis und zur Bestimmung niedermolekularer
Substanzen, die in geringen Konzentrationen vorliegen, wie
Steroidhormonen in Korperfliissigkeiten, wurden Verfahren
entwickelt, bei denen Proteine verwendet werden, die fihig
sind, die nachzuweisende Substanz spezifisch zu binden. Diese

Verfahren beruhen auf der Konkurrenz zwischen der nachzu-
weisenden Substanz in der Probe und einer bekannten Menge
der gleichen Substanz, die radioaktiv markiert ist, mit einer
begrenzten Menge des spezifischen bindenden Proteins. Durch
die unbekannte Menge der bindungsfihigen Substanz wird

bestimmt, welcher Anteil der radioaktiv markierten Substanz an

das spezifische bindende Protein gebunden wird.
Es ist auch maglich, mit Hilfe dieser Verfahren, eine unbe-
kannte Menge eines spezifischen bindende Proteins durch

Umsetzung einer Probe, die eine unbekannte Menge des spezifi-
schen bindenden Proteins enthdlt, mit einer bestimmten Menge

einer bindungsfahigen radxoaktlv markierten Substanz zu be-
stimmen.

In der Literatur ist es iiblich, diese Bestimmungsverfahren je

nach der Art des verwendeten spezifischen bindenden Proteins
zu unterscheiden, obwoh! das grundlegende Prinzip all dieser
Bestimmungen das gleiche ist. So wird z.B. von <konkurrieren-

1s dem Enzym zu bilden. Wenn der Gehalt an spezifischem bin-
denden Protein in der Probe héher ist wird das unlésliche
Protein weniger von dem Enzym-Kopplungsprodukt binden
und folglich bleibt mehr Enzym in der fliissigen Phase zuriick.

Ein spezifisches bindendes Protein mit zwei oder mehr

1 bindenden Stellen kann ebenfalls nach dem erfindungsgemissen
Verfahren nachgewiesen und bestimmt werden, d.h. mit dem
Enzym-Kopplungsprodukt und dem Haptenpréparat in unlosli-
cher Form. Die fliissige Phase des Reaktionsgemisches kann
dann das Kopplungsprodukt an das spezifische bindende Pro-

1= tein gebunden enthalten und in der festen Phase kann der

Komplex aus Enzym-Kopplungsprodukt und spezifischem bin-
“denden Protein und dem in Wasser unldslichen Haptenpriparat
enthalten sein. Je mehr des zu bestimmenden Proteins in der
Probe enthalten ist, umso mehr Enzymaktivitit besitzt die fliis-
50 Sige Phase. .
Mit Hilfe einer Bestimmungskurve fiir ein bestimmtes
System, bei dem der zunehmende Gehalt an der zu bestimmen-

den Protein-Bindungsversuchen» («competitive protein binding  den Substanz gegen die gefundene Enzymaktivitit, vorzugs-

assays») gesprochen, wenn Rezeptor- oder Transportproteine
verwendet werden, die im K6rper vorkommen und von «radio-
immunologischen Bestimmungen», wenn Antisubstanzen ver-
wendet werden.

Fiir beide Arten von Bestimmungen sind radioaktiv mar-

weise in der fliissigen Phase, aufgetragen ist, kann die Menge
<5 der in der Probe enthaltenen zu bestimmenden Substanz fiir den
gefundenen Wert fiir die Enzymaktivitit abgelesen werden.

- Das wichtigste Reagens fiir dieses Bestimmungsverfahren ist

das Kopplungsprodukt aus dem Hapten und einem Enzym, im

kierte Substanzen erforderlich. Das Arbeiten mit diesen Sub- folgenden auch Enzym-Kopplumgsprodukt genannt, das einer-
stanzen erfordert das Vorhandensein préziser Messvorrichtun- ., seits mit dem spezifischen bindenden Protein iiber die Hapten-
gen, gut ausgeriistete Laboratorien und ein qualifiziertes Perso-  komponente reagieren kann und andererseits Enzymaktivitit
nal. Diese hohen Anforderungen machen eine allgemeine besitzt. Dieses Reagens kann nach einem fiir zhnliche Produkte
Anwendung dieser Bestimmungsverfahren besonders in kleine-  beschriebenen Verfahren hergestellt werden. Das zweite Rea-
ren Laboratorien unmﬁglich gens, die unlésliche Komponente in dem Reaktionssystem dient
Es wurde nun ein Verfahren gefunden zur qualitativen und 5 zur Erleichterung der Trennung der verschiedenen enzymhalti-

quantitativen Bestimmung von einem Hapten oder einem ent-
sprechenden Antikorper. Haptene konnen als eine spezielle
Gruppe niedermolekularer Verbindungen betrachtet werden.

gen Fraktionen des Reaktionsgemisches. Die Zugabe dieses
Reagens fiihrt zur Bildung einer festen Phase neben einer
fliissigen Phase.



Die Enzymaktivitit einer Fraktion des Reaktionsgemisches
wird im allgemeinen gezeigt oder gemessen, indem diese Frak-
tion mit einem Substrat und anderen Substanzen zur Durchfiih-
rung einer Enzymreaktion inkubiert wird. Vorzugsweise wird
eine Reaktion angewandt, bei der eine gegiirbte Verbindung
gebildet oder entfernt wird, deren Absorption auch leicht quan-
titativ gemessen werden kann.

Niedermolekulare Substanzen, die nach dem neuen Verfah-
ren nachgewiesen werden konnen und ein Molekulargewicht bis

zu ungefihr 1500 besitzen, sind zum Beispiel Steroide, Vitamin
B,,, Folinséure, Thyroxin und Trijodothyronin, releasing fac-
tors, Histamin, Serotonin und andere biogene Amine, Digoxin,
Digitoxin, Prostaglandine, Adrenalin, Nor-Adrenalin, pflanzli-
che Hormone, wie Auxin, Kinetin, Giberellinsdure und Anti-
biotika, wie Penicillin.

Das Verfahren zum Nachweis spezifischer bindender Prote-
ine fiir niedermolekulare Substanzen kann angewandt werden,
z.B. zur Bestimmung von Antigenen gegen Penicillin oder zur
Bestimmung des Intrinsik-Faktors.

Die Herstellung von Kopplungsprodukten von Enzymen
und Haptenen kann auf verschiedene Weise durchgefiihrt wer-
den. Einige niedermolekulare Substanzen konnen schon Grup-
pen besitzen, die mit reaktionsfahigen Gruppen an der Oberflé-
che des Enzyms vernetzt werden kdnnen, wihrend andere Sub-
stanzen erst derartige Gruppen durch chemische Reaktionen
erhalten miissen. Es ist selbstverstandlich, dass die urspriingli-
chen Bindungseigenschaften der niedermolekularen Verbin-
dung und die Aktivitit des Enzyms wihrend dieses Verfahrens
nicht wesentlich geindert werden konnen. Die Gruppen des
Enzyms, die besonders geeignet sind fiir Kopplungsreaktionen

sind Amino- und Carboxylgruppen. Wenn die modifizierte oder -

nicht-modifizierte niedermolekulare Substanz ebenfalls derar-
tige Gruppen besitzt, kann die Kopplung z.B. durch Reaktio-
nen, wie sie aus der Peptidsynthese bekannt sind, durchgefiihrt
werden. Dariiberhinaus kénnen solche Substanzen, wie Glu-
taraldehyd,Difluordinitrodiphenylsulfon, Toluildiisocyanat, Di-
und Trichlor-s-triazin fiir Kopplungsreaktion verwendet
werden.

Spezielle Beispiele fiir die Kopplung von Haptenen mit
Proteinen sind z.B. in Methods in Immunology and Immuno-
chemistry, Band 1, beschrieben. Die dort beschriebenen Ver-
fahren werden angewandt zur Herstellung von Kopplungspro-
dukten zur Immunisierung sie konnen jedoch auch zur Herstel-
lung von Kopplungsprokukten der Haptene und eines Enzyms
angewand werden, die fiir das erfindungsgemésse Verfahren
wichtig sind.

Die Wahl des Enzyms, das eine Komponente fiir das Kopp-
lungssystem (Hapten und Enzym) ist, hingt ab von Eigenschaf-
ten wie der spezifischen Aktivitét (eine hohe Umwandlungsrate
vergrossert die Empfindlichkeit des Testsystems) und der Ein-
fachheit der Bestimmung des Enzyms. Die Bestimmung eines
Enzyms, das eine Umwandlung katalysiert, bei der gefarbte
Produkte entstehen oder verschwinden, ist einfach. Derartige
colorimetrische Bestimmungen konnen auf einfache Weise
automatisiert werden.

Es ist auch moglich, Enzyme zu verwenden, die Umwand-
lungen katalysieren, bei denen Komponenten auftreten oder
verschwinden, die spektrophotometrisch oder fluorimetrisch
bestimmt werden konnen. Diese Bestimmungen kénnen eben-
falls automatisiert werden.

Fiir die Herstellung der Kopplungsprodukte werden
Enzyme, wie Katalase, Peroxidase, B-Glukuronidase, 3-D-Glo-
kosidase, B-D-Galactosidase, Urease, Glukoseoxidase und
Galactoseoxidase bevorzugt, besonders die Gruppe der Oxido-
reduktasen.

Das unlésliche Haptenpriparat, das im erfindungsgeméssen
Verfahren verwendet wird, kann auf bekannte Weise, z.B.
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durch Vernetzung mit Chlorameisenséureithylester, durch
kovalente Bindung mit unldslichen Trégern, wie Agarose, Ver-
netzung mit Dextran oder Filterpapier oder durch physikalische
Kopplung an unldsliche Triger, wie Kunststoffe, hergestelit

s werden.

Die Form, in der die Reagenzien verwendet werden kénnen,
ist vielfiltig. Die Komponente des Reaktionssystems, die mit
einem Enzym gekoppelt ist, kann gefriergetrocknet oder in
einem Puffer gel6st sein. Dariiber hinaus kann ein fester Triger,
2.B. ein Papierstreifen, der mit dem Kopplungsprodukt impré-
gniert ist, verwendet werden.

Das uniésliche Priparat kann in Form von Teilchen ver-
schiedener Form, wie Kérper, Kugeln und Stiibchen oder in
.+ Form eines Streifens des einen oder anderen Trigermaterials

gebracht werden.

n

Zur Durchfiihrung des erfindungsgemiissen Verfahrens wird
vorzugsweise eine Testpackung verwendet, die gekennzeichnet
ist durch einen Gehalt an

0 (a) einer vorbestimmten Menge des Kopplungsproduktes
des Haptens mit einem Enzym;

(b) einer vorbestimmten Menge einer der Komponenten des
Reaktionssystems in unléslicher Form;

(c) einem Substrat zur Bestimmung der Aktivitét des ver-

> wendeten Enzyms.

Wenn erwiinscht, kann die Testpackung auch die notwendi-
gen Hilfsmittel zur Herstellung einer Verdiinnungsreihe der zu
untersuchenden Probe fiir eine quantitative Bestimmung, wic
Reagenzgliser, Pipetten und Kolben mit Verdiinnungsmittel,

" enthalten.

Beispiel !

Bestimmung von Testosteron
A) Herstellung von Testosteron-3-HRP
s 100 mg Testosteron-3-(O-carboxymethyl)-oxim und 0,143

ml Tri-n-butylamin wurden in 5 ml Dioxan geldst. Die Losung

_ wurde auf 2° C abgekiihlt und dann wurden 0,03 ml Isobutyl-

chlorcarbonat zugegeben. Nach 30 min wurde die Losung zu
100 mg HRP(Meerrettichperoxidase) in einem Gemisch von 9

o ml Wasser und 6 ml Dioxan zugegeben und mit 0,1 n NaOH auf

einen pH-Wert von 9 eingestellt. Diese Losung wurde 4 h bei
2° C geriihrt und iiber Nacht dialysiert. Der Niederschlag, der
nach Einstellung des Dialysats auf einen pH-Wert von 4,6
erhalten worden war, wurde, nachdem er iiber Nacht stehenge-

15 lassen worden war, zentrifugiert, in 10 ml Wasser suspendicrt
und mit Hilfe von Natronlauge gelést. Das Material wurde
dreimal mit 15 ml Aceton bei einem pH-Wert von 4,5 ausge-
fllt, in 15 ml Wasser, das mit Natriumhydroxid-Losung auf
einen pH-Wert von 7,8 eingestellt war, geldst, dialysiert und

«0 schliesslich lyophilisiert.

B) Herstellung von Testosteron-3-BSA
Dieses Kopplungsprodukt wurde auf die gleiche Weise wie
das Testosteron-3-HRP hergestellt, wobei jedoch als Ausgangs-
.s material 50 mg Testosteron-3-(O-carboxymethyl)-oxim und
150 mg BSA(Rinderserumalbumin) verwendet wurden.

C) Herstellung von Antikérpern gegen Testosteron-3-BSA
5 Kaninchen wurden intramuskulidr zunehmende Dosen von
« Testosteron-3-BSA in vollstindigem F reund’schen Adjuvans
(0,5, 1 und 2 mg) in Intervallen von 3 Wochen injiziert. Zwei
Wochen nach der letzten Injektion wurden den Tieren intrave-
n6s 2 mg Antigen in physiologischer Kochsalzlgsung injiziert.
Eine Woche danach wurde den Tieren Blut abgenommen. Die
+ gegen BSA gebildeten Antikorper wurden entfernt, indem das
Serum anteilweise mit BSA-m-aminobenzyloxymethylcellulose,
die nach dem Verfahren von Gurvich (siehe D) hergestellt
worden war, behandelt wurde.
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D) Herstellung von Antitestosteroncellulose IT) Enzymreaktion
Diese Substanz wurde entsprechend dem von Gurvich in 0,5 ml der iiberstehenden Fliissigkeit wurden bei Raumtem-
Biokhimiya 26, 934 (1961) beschriebenen Verfahren herge- peratur mit 1,5 ml Substrat 30 min inkubiert. Die Extinktion
stellt. wurde bei 460 nm gemessen.
1. Herstellung von « Aminocellulose»: ~  Das Enzymsubstrat enthielt 10 pl, 30-prozentiges Wasser-
50 g Whatman Cellulose, die mehrfach gewaschen und stoffperoxid und 20 mg 5-Aminosalicylsdure in 150 ml10,02 m
dekantiert worden war, wurden in 100 mi einer 0,7-prozentigen ~ Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,2.
Natriumacetatldsung suspendiert, die 2 g N(m-Nitrobenzoxy)- Die Fig. 1 zeigt Messwerte, bei denen Testosteron-3-HRP
methyl-pyridin enthielt. Das Gemisch wurde bei 60 bis 80° C an die Antitestosteroncellulose-Zubereitungen gebunden wor-
getrocknet und 40 min auf 125° C erhitzt! Das entstehende i den ist. In diesem Falle wurde nur Puffer als Probe in dem
Produkt wurde griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen, Testsystem zugegeben. Wenn Cellulose anstelle von Antitesto-
bei 80° C getrocknet, mit Benzol gewaschen und erneut steroncellulose zugegeben wird, bleiben mehr als 95 % der
getrocknet. 50 g des getrockneten Produktes wurden durch Enzymaktivitit in der iiberstehenden Fliissigkeit enthalten. Die
Suspension in 300 ml einer 15-prozentigen Na,S,0,-Losung Zubereitungen B, D und E zeigten, dass fast kein Testosteron- 3-
reduziert und 30 min bei 50 bis 60° C geriihrt. Das Produkt is HRP gebunden worden war, jedoch bei den Zubereitungen A
wurde filtriert und nacheinander mit destilliertem Wasser, 30- und C. )
prozentiger Essigsdure und wieder mit destilliertem Wasser Fig. 2 zeigt die Ergebnisse der Inkubation einer Testoste-
gewaschen. ronverdiinnungsreihe mit Testosteron-3-HRP bei vier verschie-
. L . - denen Konzentrationen von Antitestosteroncellulose C.
2. Behandlung mit arr_lmomakahschgr Kupferldsung: . a1 mg/ml (1), 2 mg/ml (II), 4 mg/mi (IIT) und 16 mg/ml (IV).
40 ml 10-prozentiger Schwefelsaure, 20 ml S0-prozentiger g st offensichtlich, dass mit diesem System eine Menge von
Sg!petersaure und 149 ml destllln?rtes Wasser wurden unter ungefihr 10 ng Testosteron gezeigt werden kann.
Riihren auf 90° C erhitzt. Anschliessend wurden 5,9 g CuO in
kleinen Anteilen zugegeben. Die Losung wurde 2 h zum Sieden Beispiel 2
erhitzt und mit destilliertem Wasser auf 500 mi aufgefiillt. 80 ml . Bestimmung von Ostradiol
dieser Losung wurden in ein Eisbad gegeben und unter Riihren A) Ostradiol-17-succinyl-HRP wurde hergestellt durch die
zu 160 ml kalter 4 n NaOH zugegeben. Nach 30-miniitigem in Beispiel 1 A) beschriebene gemischte Anhydrid-Methode,

Riihren wurde der Niederschlag zweimal mit destilliertem Was-  wobei 50 mg Ostradiol-17-hemisuccinat und 50 mg HRP als
ser gewaschen und in 80 ml 25-prozentigem Ammoniak gelést.  Ausgangsmaterialien verwendet wurden.

Zu dieser Losung wurde nach und nach 1 g «<Aminocellulose» ,,  B) Ostradiol-17-succinyl-BSA wurde nach der in Beispiel 1

zugegeben. Das Gemisch wurde 1'/: h geriihrt und anschlies- A) beschriebenen gemischten Anhydrid-Methode hergestellt,

send wurden 40 ml siedendes Wasser zugegeben und die Losung  wobei 100 mg Ostradiol-17-hemisuccinat und 150 mg BSA als

schnell auf 0° C abgekiihit. Die Losung wurde mit 10-prozenti-  Ausgangsmaterialien verwendet wurden.

ger Schwefelsdure neutralisiert, worauf die Aminocellulose aus- C) Zur Herstellung der Antikdrper gegen Ostradiol-17-

flockte. Sie wurde mit kaltem destillierten Wasser gewaschen.  , succinyl-BSA wurden 5 Kaninchen nach dem in Beispiel 1 C)

3. Herstellung von y-Globulin: " beschriebenen Schema immunisiert. Die Sera wurden mit BSA-
Zu Kaninchen Antitestosteronserum wurden 180 mg m-Aminobenzyloxymethylcellulose absorbiert.

Na,SO, pro ml Serum zugegeben. Das Gemisch wurde 1 h bei D) Antidstradiolcellulose wude auf die in Beispiel 1 D) fiir

Raumtemperatur geriihrt und der entstehende Niederschlag Antitestosteroncellulose beschriebene Weise hergestellt. Von

zentrifugiert, zweimal mit einer 18-prozentigen Na,SO,- s jedem der immunisierten Kaninchen wurde eine Cellulose-

Lo6sung gewaschen und in so viel 0,05 m Natriumborat mit Zubereitung hergestellt, die mit 16 bis einschliesslich 20 nume-

einem pH-Wert von 8,6 aufgenommen, dass die Proteinkonzen-  riert wurden.

tration ungeféhr 10 mg/ml betrug, E) Die Untersuchung wurde analog derjenigen fiir Testoste-

4. Bindung des y-Globulins an Aminocellulose: ron in Beispiel 1 E) durchgefiihrt.

350 mg «Aminocellulose» wurden in 50 ml destilliertem 15 DieFig. 3 und 4 zeigen einige Ergebnisse. Die Fig. 3 zeigt,
Wasser suspendiert. Die Suspension wurde auf 0° Cabgekiihlt.  dass drei verwendbare Antisera durch die Immunisierung erhal-

10 ml 36-prozentige Salzsdure wurden zugegegeben und ten wurden, von denen 17 den hochsten Titel besitzt. Die Fig. 4
anschliessend 10 ml 10-prozentige NaNO,-Lsung zugetropft.  zeigt das Testsystem, bei dem Antidstradiolcellulose 17 in einer
Die Suspension wurde zentrifugiert, mit kaltem destillierten Konzentration von 8 mg/mi verwendet wurde. Das System

Wasser und anschliessend mit 0,05 m Natriumborat mit einem . unterscheidet nicht zwischen Ostron und 17a-Ostradiol. 17a
pH-Wert von 8,6 gewaschen. Die Cellulose wurde in 43 ml 0,05 Ostradiol, besonders Ostriol, zeigen eine geringere Kreuzreak-

m Natriumborat mit einem pH-Wert von 8,6 suspendiert. Zu tion. Testosteron und Progesteron beeinflussen das System nur

dieser Suspension wurden 7 ml der wie oben hergestellten y- in sehr hohen Konzentrationen

Globulinldsung zugegeben. Das Gemisch wurde 26 h bei 4° C

gertihrt, zentrifugiert und mit 0,02 m Phosphatpuffer mit einem . Beispiel 3

pH-Wert von 6,0 gewaschen. Von dem Antiserum jedesder 5  Bestimmung von Antikorpern gegen Penicillin

immunisierten Kaninchen wurde eine Cellulosesuspension her-  Penicilloyl-Katalase

gestellt (A bis E). 30 mg Benzylpenicillinséure wurden in 5 ml 96-prozentigem
Athanol geldst und zu 200 mg Katalase in 45 ml 0,1 m Phos-

E) Bestimmung von Testosteron mit Hilfe von Testosteron-3-  phatpuffer mit einem pH-Wert von 7,5 zugetropft. Die Reak-

HRP und Antitestosteroncellulose tion wurde 2 h fortgesetzt, wobei der pH-Wert mit 0,5 n NaOH

I) Immunreaktion zwischen 7,2 und 8,2 gehalten wurde. Das Reaktionsgemisch

0,5 ml einer Probe, enthaltend Testosteron, 0,2 ml Testoste- wurde gegen 6 X 310,02 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert
ron-3-HRP (100 mg/ml) und 0,3 ml einer Antitestosteroncellu-  von 7,0 dialysiert.
lose-Suspension wurden 2 h bei Raumtemperatur rotiertund . Auf die gleiche Weise wurden 250 mg Benzylpenicillinsaure
dann 5 min mit 1000 g zentrifugiert. an 5 g m-Aminobenzyloxymethylcellulose, die nach dem Ver-
Die Immunreaktion fand in 0,02 m Phosphatpuffer bei fahren von Gurvich (Biokhimiya 26, 934 (1961)) hergestellt
einem pH-Wert von 6,0, enthaltend 2% Schafserum, statt. worden war, gekoppelt. Das Kopplungsprodukt wurde jedoch



nicht dialysiert, sondern auf einem Glasfilter gewaschen.

Eine Uberempfindlichkeit von Menschen gegentiber Peni-
cillin konnte auf folgende Weise gezeigt werden:

(),2 ml einer Probe von nicht-hémolysiertem Serum wurden
mit 0,5 ml einer Losung von Penicillol-Katalase (1:800) ver-
mischt. Nach 30 min wurden 10 mg Penicilloyl-m-amino.ben-
zyloxymethylcellulose zugegeben. Das Gemisch wurde 30 min
rotiert und anschliessend die Enzymaktivitdt in der {iberstehen-
den Fliissigkeit bestimmt, indem 0,02 ml dieser Fliissigkeit zu
2,8 ml 0, 05 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,8
zugegeben wurden, der 1,2 ul 30-prozentiges H,0, enthielt und
anschliessend die Abnahme der Extinktion bei 240 nm gemes-
sen wurde. Im Serum von Patienten, die gegeniiber Penicillin
iiberempfindlich waren , wurde eine geringere Enzymaktivitit
in der Fliissigkeit gefunden als bei Kaninchenserum. Die Werte
fiir Menschen, die nicht iiberempfindlich waren, wichen nicht
wesentlich: von denjenigen mit Kaninchenserum ab.

Beispiel 4

Bestimmung von Folinsdure
A) Herstellung von Folatglukoseoxidase

200 mg Glukoseoxidase (140 IU/mg) wurden in 10 mg PBS
(mit Phosphat gepufferte Salzlosung, eine phosphathaltige phy-
siologische Kochsalzlésung) mit einem pH-Wert von 7,0 gelost.
30 mg 1-Cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl)-carbodiimid
(MCDI) wurden zugegeben und anschliessend 24 mg Folin-
sdure. Die Reaktion dauerte 2 h und anschliessend wurde eine
sorgfiitige Dialyse gegen PBS mit einem pH-Wert von 7,0
durchgefiihrt.
B) Herstellung von Folat-MBSA (methyliertes Rinderserumal-
bumin)

Folat-MBSA wurde hergestellt nach dem von Ricker und
Stollar beschriebenen Verfahren (Biochemistry 6, 2001
(1967)). 25 mg MCDI wurden zu 50 mg BSA in 50 ml Wasser
zugegeben und anschliessend 20 mg Folinsdure. 2 h spéter hatte
sich ein gelber Niederschlag gebildet. Schliesslich wurde das
ganze Reaktionsgemisch eine betréchtliche Zeit gegen physiolo-
gische Kochsalzlosung dialysiert.

C) Herstellung von Antiserum gegen Folat-MBSA

Am Tage 0, 21 und 42 wurden jeweils 4 Kaninchen intra-
muskulir 2 mg Folat-MBSA in vollstédndigem Freund’schen
Adjuvans und am Tage 35 intravends 3 mg Folant-MBSA in
physiologischer Kochsalziésung injiziert. Am Tage 49 wurde
den Tieren Blut abgenommen.

D) Antifolatcellulose wurde entsprechend dem in Beispiel 1 D)
beschriebenen Verfahren hergestellt.

E) Bestimmung von Folinsdure

100 pl der zu untersuchenden Probe und 700 yl einer Anti-
folatcellulose-Suspension wurden 3 h rotiert. 200 ul Folatglu-
koseoxidase (1:1500) wurden zugegeben. Das Gemisch wurde
nochmals 3 h rotiert und zentrifugiert und anschliessend die
Enzymaktivitit in der iiberstehenden Fliissigkeit bestimmt.
Diese Bestimmung wurde durchgefiihrt durch Vermischen von
0,5 ml der iiberstehenden Fliissigkeit mit einer Losung von 50
mg Glulose, 10 pg HRP und 1 mg 5-Aminosalicylsédure in 2,5 ml
0,05 n Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 und Mes-
sung der Extinktion nach 30 min bei 460 nm.

Fig. 5 zeigt den Prozentsatz des gebundenen Enzyms gegen
die Konzentration der Antifolatcellulose.

Fig. 6 zeigt die Empfindlichkeit des Testssystems in einer
Antifolatcellulose-Konzentration von 2 mg/ml und die Wirkung
von Glycin, Asparagin, Alanin, und Glutaminséure.

Beispiel 5
Bestimmung von Digoxin
A) Herstellung von Digoxin -HRP
Zu 22 mg Digoxin, in 1 ml abs. Athanol suspendiert, wurde
unter Riihren 1 ml 0,1 m Natriummetaperjodat zugetropft.
Nach 25 min wurden 0,3 ml 0,1 m Athylenglykol zugegeben. 5
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min spéter wurde dieses Gemisch unter Riihren zu einer Losung
von 32 mg Meerrettichperoxidase (HRP) in 1 ml destilliertem
Wasser zugetropft, das mit 5-prozentiger K,CO,-Losung auf
einen pH-Wert von 9,5 eingestellt war. Wihrend der Reaktion

s wurde der pH-Wert durch Zugabe S-prozentiger K,CO;-
Losung auf 9 bis 9,5 gehalten. Als der pH-Wert stabil war,
wurden 15 mg NaBH, in 1 ml destilliertem Wasser zugegeben.
Nach 3 h wurde der pH-Wert mit 1 m Ameisenséure auf 6,5
eingestellt. 1 h spéter wurde 1 m NH,OH zugegeben, bis ein

10 pH-Wert von 8,5 erreicht war. Das Gemisch wurde tiber Nacht
gegen kaltes fliessendes Wasser dialysiert. Schliesslich wurde
der pH-Wert mit 0,1 n Salzsiure auf 4,5 eingestellt. Das
Gemisch wurde 1 h bei Raumtemperatur und 4 h bei 4° C
stehengelassen, um einen Niederschlag zu erhalten, der 1 h bei

1s 1000 g zentrifugiert wurde. Der Niederschlag wurde in 5 ml 0,1
m NaHCO, gelost, griindlich dialysiert und gefriergetrocknet.
B) Herstellung von Digoxin-BSA

Digoxin-Rinderserumalbumin (BSA) wurde auf die gleiche

Weise, wie sie oben fiir Digoxin-HRP angegeben ist, hergestellt,

an wobei jedoch von 436 mg Digoxin und 560 mg BSA ausgegan-
gen wurde und die Mengen der anderen Reagenzen in gleichem
Verhiltnis erh6ht wurden wie das Dioxin.

C) Herstellung von Antikdrpern gegen Digoxin
5 Kaninchen wurden 400, 800 bzw. 1600 pg Dioxin-BSA im
25 Abstand von 14 Tagen injiziert. Das Immunogen wurde mit
vollstindigem Freund’schen Adjuvans vermischt und intramus-
kulir verabreicht. 14 Tage nach der letzten Injektion wurde den
Tieren intravends 800 pg Digoxin-BSA in physiologischer
Kochsalzlésung injiziert. 10 Tage spéter wurde den Tieren das
0 Blut entnommen. Das Serum wurde mit BSA-m-Aminbenzyl-
oxymethylcellulose adsorbiert.
D) Herstellung von Antidigoxincellulose
Antidigoxincellulose wurde nach dem Gurvich-Verfahren,
wie unter 1 D) beschrieben, hergestellt.
* E) Bestimmung von Digoxin
Eine Verdiinnungsreihe wurde mit Digoxin in 0,1 m Phos-
phatpuffer mit einem pH-Wert von 7,5 herghestellt, enthaltend
0,9 % NaCl, 0,5% Tween-20 und 1,0% BSA. Die Verdiin-
nungsreihe ging von 0,1 bis 100 ng/ml. 1 ml einer Digoxin-
Lésung wurde mit 0,1 mi Digoxin-HRP in einer geeigneten
Verdiinnung vermischt und anschliessend wurden 2 mg Antidi-
goxincellulose, die in 0,4 ml Puffer suspendiert war, zugegeben. -
Das Gemisch wurde 6 h bei Raumtemperatur rotiert und
anschliessend zentrifugiert und die Enzymaktivitit in der tiber-

** stehenden Fliissigkeit bestimmt.

Zugabe von 0,8 ng Digoxin fiihrte zu einer messbaren
Zunahme der Enzymaktivitit in der iiberstehenden Fliissigkeit.
Digoxin allein zeigte eine geringe Kreuzreaktion in dem System

s, wihrend Cholesterin, Cortisol, Ostradiol, Testosteron und Pro-
gesteron keine Kreuzreaktion in dem System zeigten.

Beispiel 6

Bestimmung von Cortisol

s A) Herstellung von Cortisol-21-galactose-oxidase

’ 50 mg Cortisol-21-hemisuccinat und 100 mg Galactoseoxi-
dase wurden nach dem in Beispiel 1 A) beschriebenen gemisch-
ten Anhydridverfahren hergestellt.
B) Herstellung von unloslichem Transcortin

« 100 mgTranscortin, das durch Chromatographie mit
DEAE, Cellulose bzw. Hydroxylapatit gereinigt worden war,
wurden folgendermassen mit Hilfe des CNBr-Verfahrens an 3 g
Sepharose 4 B gekoppelt: 3 g Sepharose 4 B-Suspension wur-
den aktiviert durch Vermischen mit 4 ml einer 2,5-prozentigen

o5 (Gew./Vol.) CNBr-Lésung in destilliertem Wasser und
anschliessend wurde der pH-Wert mit 1 n NaOH auf 10 bis 11
eingestellt und 6 min auf diesem Wert gehalten. Die Sepharose
wurde mit Eiswasser und 0,1 m NaHCOj; gewaschen. Dann
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wurden 100 mg Transcortin in 20 ml 0,1 m NaHCO; zugegeben 5 ng/ml Cortisol in der Probe fiihrten zu einer messbaren
und die Suspension 24 h bei 4° C geschiittelt. Dann wurde Zunahme der Enzymaktivitiit in der iiberstehenden Fliissigkeit.
nacheinander mit 0,5 m NaHCO, 0,05 m Citratpuffer mit Corticosteron und Progesteron beeinflussen das System nur,
einem pH-Wert von 1,1 und 0,05 m Phosphatpuffer mit einem wenn grissere Mengen zugegeben wurden. Testosteron und
pH-Wert von 6 gewaschen und die Sepharose in dem letzten s Aldosteron besassen kaum einen Einfluss.
Puffer gelassen, zu dem 0,1% Merthiolat zugegeben worden :
war. Beispiel 7
C) Bestimmung von Cortisol Bestimmung von Transcortin

0,5 ml einer cortisolhaltigen Probe (Standard, Plasma oder Die zur Bestimmung von Cortisol, wie in Beispiel 6
Urin) wurden zweimal mit Methylenchlorid extrahiert i beschricben, verwendeten Reagentien wurden ebenso zur
(2X3 ml). Die vereinigten Ausziige wurden zur Trockne einge- Bestimmung von Transcortin verwendet.
dampft. Der Riickstand wurde in 0,5 mi physiologischer Koch- Von einer Verdiinnungsreihe von Transcortin von () bis

salzlosung aufgenommen und mit 0,2 ml Cortisol-21-galactose- 1280 ng/ml wurden 0,5 ml 15 min bei 4° C mit 0,2 ml Cortisol-
oxidase in einer geeigneten Konzentration und 0,3 ml Transcor- ~ 21-galactose-oxidase in einer entsprechenden Verdiinnung
tin-Sepharose-Suspension (5 mg/ml) vermischt. Das Gemisch |+ inkubiert. Zu dieser Verdiinnungsreihe wurden 0,3 ml Trans-
wurde 15 min bei 4° C rotiert und zentrifugiert. Anschliessend cortin-Sepharose (15 mg/ml) zugegeben und das Gemisch 15

wurde die Enzymaktivitiit in der iiberstehenden Fliissigkeit min bei 4° C rotiert. Die Aktivitit der iiberstehenden Fliissig-
durch Zugabe von (,5 ml dieser Fliissigkeit zu 1,5 ml eines keit wurde, wie in Beispiel 6 beschrieben, gemessen.

Substrats bestimmt. Das Substrat bestand aus 100 mg D-Galac- Eine Probe, enthaltend 40 ng/ml Transcortin, zeigte eine
tose, 20 mg 5-Amino-salicylsiure und 10 ug Peroxidase in :0 messbare Zunahme der Enzymaktivitiit in der iiberstehenden
150 mi 0,02 m Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,0. Fliissigkeit, wiihrend sich bei Gegenwart von 320 ng/ml die

30 min spéter wurde die Extinktion bei 460 nm gemessen. gesamte Enzymaktivitit in der {iberstehenden Fliissigkeit fand.
C 3 Blatt Zeichnungen
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