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Patentanspriiche;

1. Immunenzymometrisches Bestimmungsverfahren fiir den quantitativen Nachwels des humanen
Plasminogenaktivators Urokinase, dadurch gekennzeichnet, daR® man einen ersten Antikérper an
eine feste Phase adsorbiert, anschlisBend die zu massende urokinasehaltige Lésung, nach einer
Inkubationszeit einen zweiten, enzymmarkierten Antikérper hinzufligt und die Enzymaktivitat
mift.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da’s man als ersten Antikérper sinen
polyklonalen oder einan monoklonalen Anti-Urokinase-Antikdrper einsetat.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man als zweiten Antikérper einen mit
einem Enzym markierten monoklonalen oder polyklonalen Anti-Urokinase-Antikorper einsetzt.

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3, dadurch gekennzeichnet, da man den monoklonalen Antikérper
ZIM-UK-IH6 (DDR-0204), der mit Meerrettichperoxydase oder einem anderen Enzym markiert ist,
einsetzt.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfiihrung von quantitativen Bestimmungen des humaner: Plasminogenaktivators
Urokinase, das fiir die medizinische Diagnostik, die biomedizinische Grundiagenforschung und bei der biotechnologischen
Urokinaseherstellung benétigt wird,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Humane Urokinase ist eine Serinprotease, die von Kérperzellen sezerniert wird, Urokinase wandelt das Zymogen Plasminogen,
das im Blut und in anderen Kérperfliissigkeiten vorkommt, in aktives Plasmin um. Das System Urokinase/Plasmin ist an der
Katalyse diverser extrazellulirer proteolytischer Prozesse beteiligt (E. Heich in: Biologicul Markers of Neoplasia: Basic and

(M.Verstraete et al., Blood 67, 1529-1641, 1986). Urokinase ist weiterhin als Markerenzym fiir den Nachweis einer Reihe von
physiologischen und pathologischen Prozessen, u.a. Tumorwachstum und Metastasierung, geeignet,

Neben Urokinase existiert im humanen fibrinolytischen System noch ein zweiter, immunologisch und biochemisch
verschiedener Typ von Plasminogenaktivator, ndmlich der gewebsspezifische Plasminogenaktivator (t-PA).

Bisher erfolgt auch im internationalen MaRstab der quantitative Nachweis von Plasminogenaktivatoren (iber die Bestimmung
ihrer katalytischen Aktivitat, entwader direkt (Umsetzung eines chromogenen Substrates (Giinzler, W. A. et al. Hoppe Seylor's
Z.Physiol.Chem. 363 {1982] 133-141) oder indirekt iiber das von ihnen aktivierte Plasmin im Clot-Lysis-Test (Rijken, D.C. et al.,
J.Biol.Chem. 257, 2920-2925, 1982)im Fibrinplattentest {Haverkate, F.etal., Progress in Chemical Fibrinolysis and Thrombolysis,
4, 25-31{1979}) oder mittels eines chromogenen Substrates fiir Plasmin {Verheijen, J.H. et al., Thromb., Haemostas. 48, 266-269,
[1982)).

Diese Methoden sind storanfallig, abhéingig von Modulatoren der Aktivitat wie z.8. Detargenzien und werden durch diein
biologischen Fliissigkeiten anwesenden Inhibitoren der Plasminogenaktivatoren und/oder des Plasmins besinflufit. Die

Eine Differenzierung zwischen Urokinase und t-PA allein iber die Aktivitatist nur 2. T. maglich. Seit der Verfiigbarkeit von
monoklonalen Antikdrpern (mAk) gegen Urokinase (2.B. Herion, P. et al., Bioscience Reports 1, 885-892, 1981) wurden mehrore
immunchemische Methoden beschrieben, um schneller, sicherer und genauer als Giber die katalytische Aktivitit Urokinase-
Konzentrationen in Losungen bestimmen zu kdnnen. Solche immunchemischen Verfahren auf der Grundlages des Einsatzes von
monoklonalen Antikorpern kénnen auf verschiedenen Testprinzipien beruhen:
a) Radioimmunoassay als kompetitiver Bindungstest
(Woit, J, et al., Wiener klin.Wachenschr.97 [5], 244-248, 1985)
b) Immunenzymomaetrische Assays
(Herion, P. ot al., Bioscience Reports 3, 381-388, 1983; Darras, V. ot al., Thromb. Haemostas. 56 (3] 41 1-414, 1986; Stump, D.C.
etal., J.Biol.Chem. 281 (3], 1267-1273, 1986; Nielsen, L.S. et al., J.Immunoassay 73, 209-228, 1986)
¢) Enzymimmunoassay als kompetitiver Bindungstest
« (Nakamura, M. et al., Cell Struct. Funct.9, 167-179, 1984)
Die beschriebenen Verfahren nutzen mAk bzw. polyklonale Antikérper {aus Antiseren) gegen Urokinase in unterschiedlichen
Kombinationen und Testverfahren, wobei Festphasonsysteme und Verfahren in Lésung angewendet werden. Die erreichten
Testparameter variieren hinsichtlich der Empfindlichkeit, der Zeitdauer, -los Arbeitsaufwandes und des Detektionssystems
(Radioaktivitat, Enzymaktivitat),
Bei den beschriebenen Festphasensystemen werden maist PVC baw. Polystyroltestplatten als feste Phase eingesetat. Die
Beschichtung der festen Phase mit Antikérper erfolgt durch Benetzen der Oberflache des Plastmaterials mit der
antikérperhaltigen Lésung fiir eine gewisse Zeit,
Die Nachweisgrenzen der verdffentlichten \'erfahren lisgen zwischen 0,05 und Sng/m.
Die Nachteile der bisher bakannten immunchemischen Verfahren zum qQuantitativen Nachwaeis von Urokinase sind in der Art und
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Waeise der Beschichtung der Plastmateriallen, der z.T. sehr langen Reaktionszeiten, der langen MeRBzeiten und der komplizierten
Technik zur Trennung von frelen und gebundenen Radioaktivitéitan (be auf kompetitiver Bindung beruhendem
Padioimmunoassay) begriindet. Haufig fehit der eindeutige Nachwais, daf3 Urokinase-Inhibitorkomplaxe und das Proenzym
ebenfalls quantitativ bestimmt werden,

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein rationelles und sicheres immunenzymometrisches Bestimmungsverfahren zum
quantitativen Nachwels des humanen Plasminogenaktivators Urokinase zu entwickeln,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Erfindungsgemas wird ein erster Antikdrper an eine feste Phase, 2.B. an die Oberfliche der Népfe von Mikrotestplatten aus
Polystyrol oder einem anderen Material,wie z.B. PVC als Triigermaterial fiir den Festphasen-lmmunoassay adsorblert,
vorzugswaise durch Antrocknen, Solche Antikérper-beschichteten Platten gind bei 4°C in trockenem Zustand fiir mehrere
Wachen haltbar. In die Reaktionsnépfe der mit Antikérper beschichteten Platten werden erfindungsgemaR nacheinander zuerst
die zu messende urokinaschaltige Lésung, und nach einer Inkubationszeit ein 2weiter, enzymmarkierter Antikérper eingefillt.
AnschlieBend wird die Enzymaktivitét des an der festen Phase fixierten Immunkomplexes gemessen. Als ersten Antikorper
verwendet man Jinen polyklonalen Antikorper sines Vertebratenorganismus gegen Urokinase oder einen monoklonalen
Antik6rpet, uer mit Urokinase reagiert, und als zweiten Antikérper sinen mit einem Enzym markierter polykionalen oder
monoklonalen Antikirper.

Ein bevorzugt eingesetater mAK ist ZIM-UK-IH6 (DDR-0204), der mit Meerrettichperoxidase oder einem anderen aktiven Enzym

Photometer quantifiziert,

Alle Arbeiten lassen sich bei Zimmertempoeratur durchfiihren. Der Testlduft als ~0ne-tube-assay” undist damit se'rr einfach und
leicht handhabbar. Die Testanordnung gestattet die gleichzeitige Bestimmung von vialan Proben durch eine Person in weniger
als 5 Stunden.

Die Erfindung soll an einern Ausfithrungsbeispiel noch niher erldutert werden,

Ausfithrungsbeispiel

Immunenzymometrisches Bestimmungsverfahren fir den quantitativen Nachweis des humanen Plasminogenaktivators
Urokinase:

Als ReaktionsgefiBe werden die Népfe von 96er-Mikrotestplatten verwendet. In die einzelnen Napfe werden je 100 des arsten
Antikérpers (polyklonale spezifische anti-Urokinase-Antikdrper vom Kaninchen; 2pg/ml Beschichtungspuffer der
Zusammensatzung 0,016 M Na,CO;— 0,035 M NaHCQ,— 0,02 NaN; — pH 9,6) einpipettiert und tiber Nacht angetrocknet.
AnschlieBend werden die Népfe der Mikrotestplatten mit je 200! TBS (Tris-gepufferte Salzlésung: 0,05M Tris-0,2M NaCl, pH
7,4-0,1% Tween 20) oder mit 200 W einer proteinhaltigen Lésung in TBS gefiillt und zwecks Blockierung der noch freien
proteinbindenden Stellen fiir 1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert und dann wieder ausgegossen. Danach werdsn 100p!
einer Urokinase-Standard-Lﬁsung baw. der zu untersuchenden Probe verschiedenen Verdiinnungsgrades eingefiilit und fiir 3
Stunden inkubiert (Schiitteln in feuchter Kammer). Nach 3maligem Waschen mit H,0 werden 50! des mit Peroxydase
markierten mAk ZIM-UK-IHe eingefillt und fiir 1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert (Schatteln in feuchter Kammer). Nach
mindestens 5maligem Waschen mit H,0 werden in die ginzelnen Napfe jeweils 240 einer Substratlésung ¢.B,

o-Phenylendiamin 0,4mg/ml
H202 0,015‘%“]
Phosphat-Zitrat-Puffer pH 5,0

einpipettiert und fiir einige Minuten (2.B. 15 Minuten) inkubiart. Mit 60ut 2,5N H,SO, wird die Farbreaktion in den Népfen
abgestoppt. Die Farbintensitét in den einzelnen Napfen wird schlieBlich photomelrisch bei einer Waellenlénge von 492nm
gemessen.

Aus der gemessenen Extinktion kann anhand der Standartkurve dor Urokinase-Gehalt einer Losung ermittelt werden.

»



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

