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"verfahren zur Bestimmung der Aktivitdt von Marker-Enzymen
beim Enzymimmunoassay"

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Akti-

. vitadt von Marker-Znzymen beip Enzymimmunoassay (EIA). Das

Verfahren ist besonders fir den Einsatz in kliﬂ*schen'Labors,
in der Veterinérmediz n, der Phytopathoxogle und der blOWl%—
senschaftlichen For schung geeignet.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungsn

Grundprinzip.des EIA ist‘eine,Antigen-Antikérper—ﬁeaktion;
bei der einer der Reaktionspartner an ein Enzym gekoppelt ist
{(Konjugat), dessen enzymatische Aktivitét als Nachweiskrite~
rium der immunologischen Reaktion fungierf.‘FGr die Bestim=-
mung von Antigenen oder ¢ ntlkorpern gibt es eine vielzanhl von
Varianten des EIA, So kdnnen sowohl die Antigene als auch dise
Antikérper an eine feste Phase adsorbiert werden (ELISA-Tech-
nik) als auch in homogener Phase (EMIT-Technik) bestimmt wer-
den, Einige Varianten des ETIA verwenden einen weiteren
speziesspezifischen Antikérper, der an ein Enzym gekoppelt
ist, zum Nachwels der Antigen-AntikSrper~Reéktion.

Die Aktivitdt der Marker-Enzyme wird Uber die Messung des
Substratumsatzes in der Mehrzahl der EIA spektralphotome-
trisch bestimmt. Das hat vor allem bsi der EMIT-Technik den
Nachteil, daB Tribu imgen und di genfarbe‘der Probe odsr von
Nachweisreagenzien die Messung stdren. Bel einer Reihe von
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n6tig, um das Reaktibnsprcdukt der markersnzymkatalysierten
Reaktion in ein spektral gut auswertbares Produkt umZUWan-
deln., Weiterhin ist die Bestimmung der Aktivitat des Marker-
Enzyms mit Thermistoren (86rrebaeck, C., Bbrjeson, J.,
Mattiasson, B., Clin. Chim. Acta (1978), 86, 267), fluorime-
trisch (Aikawa, T., Suzuki, S.; Murayama, M., Hashiba, K.,
Kitegawa, T., Ishikawa, E., Endocrinol. (1979), 105, 1) und
durch Chemilumineszenz (Velan, B., Halmann, M., Immunoche-
mistry (1978) 15, 331) bekannt, Andererseits wurden Enzym~
immunosensoren entwickelt (Aizawa, M., Marioka, A,, Suzuki,
5., Nagamura, Y., Anal. Biochem. (1979) 94, 22Y, bei denen
ein elektrochemischer Sensor mit einer Membran bespannt wird,
an der Antikdrper immobilisiert sind. Gemessen wird bei die-
sen Sensoren die Aktivitat der an der éntikérperbeschichteten
Membran Uber die Antigene gebundenen Marker-Enzyme. Unvor-
teilhaft ist hierbei, daR der Probendurchsatz von der Dauer
der Inkubation in der MeBzelle (bis zu mehreren Stunden)li-
mitiert ist. Sine Verwendung der Enzymimmunosensoren flr se-
rienm&lige Schnellbestimmungen ist dadurch nicht mdéglich.
2ekannt ist auch die Auswertung ven EIA mit Hilfe poténticme-
trischer Elektroden (Meverhoff, M., E., Rechnitz, G. A., Anal.
Biochem. (1973) 95, 483, Alexander, D. W., Maltra, C., Anal,
Chem. (1982) 54, 82). Dabei erfolgt die Inkubation auBerhalb

der MeBzelle und die Bestimmung der Aktivitdt von Marker=En-~ .

zymen durch Probenahms. Der Nachteil der potentiometrischen
Bestimmung liegt jedoch in der langen Einstellzeit der
Elektrode (10 bis 20 min), die dadurch keine serienméiigen
Schiellbestinmungen erlaubt, ‘
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den optischen Eigenschaften der Probeldsungen ohne oder mit
stark verringertem zus&tzlichen Verbrauch von Hilfsenzymen

und ohne zusdtzliche Kofaktoren oder Farbstoffe gestattet.

parlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, die Aktivitdt von
Marker~Enzymen durch amperometrische Methoden schnell und
exakt zu bestimmen. Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB nach
einer Vorinkubation auRerhalb der MeBzelle der Substratumsatz
durch das Markér-Enzym'in einer MeBzelle anperometrisch di-
rekt mit einer Sauerstoffelektrode oder aber nach Umwandlung
eines elektroinaktiven mua<tionso.oeuiteo in slektroaktive
Produkte durch immobilisierte _nzyme mit einer Enzvmeicknrodn
bestimmt wird, ‘ ‘
Bei der Messung der Aktivit&t des Marker-Enzyms mittels einer
Sauerstoffelekirode werden als Marker-Enzyme zwsckmiBigerwei-
se Katalase, Perox <idase, ulukoaeoxﬂdase, Lamoglo’ﬂlnderlva‘te
und Himine verwendet. '

Zur Messung der Aktivitdt des Marker-Enzyms mit einer‘Enéym-
elektrode werden B-Galactosidase, alkalische Phosphatase und
Glucoamylase benutzt. v - -
Das erflndungsgﬂma"v Verfahren arbeitet mit hoher GenGUl“kPl'
und ermdglicht einen schnellen Probendurchsatz, Die optischen

Eigenschaften der Probeldsungen spielen hierbei keine Rolle.

Zusdtzliiche Hilfsenzyme, Kofaktoren oder Farbstoffe sind nicht
erTorde lich.

Ausfithrungsbeigpiele

Die Erfindung wird nachstehend an zwei Ausfilhrungsbeispielen
erliutert.
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1, Beispiel

Smperometrische Messung der Aktivitdt des Marker-Enzyms alka-
lische Phosphatase im Enzymimmunoassay zur Bestimmnung von
"Faktor-vIII-Antigen

Polysiyrolrbhrchen werden adsorptiv mit Faktor VIII-Antigen
(5 /ug/ml) bésbhi;htet und nachfolgend dreimal mit PBS=Puf-
fer, pH'= 8,0, der 0,1 % Tween 20, 0,5 n NaCl enthalt, gewaé
schen. Anschlielend wird ein Inkubationsgemisch (0,5 ml), be-
stehend aus dem zu bestimmenden Plasma und einem im Oberschu®
vorhandensn Kaninchen~anti-human~Faktor VIIE«Antikérper, in
die Polystyrolrdhrchen Uberfihrt und 6 h bei 37°C stehenge-
lassen. Nach erneutenm dreimaligem Waschen werden 0,5 ml eines
Konjugats (3 /ué/ml) - bestehend aus einem Hammel-anti-Kanin-
chen=IgG-Antikérper, der mittels Glutaraldenyd an das Enzysa
alkalische Phosphatase gebunden wurde = zugegebén und nach
mehrstindiger Inkubation und nachfolgendem Auswaschen die En-
zymaktivitétrbestimmt. Hierzu wird Gber den Mantel einer Sau-
erstoffelektrode ein Dialyseschlauch gespanﬁt, auf den eine
Enzymmembran, die 40 U/cm2 Glukoseoxidase (BOD) in Gslatine
enth&lt, gelegt wird, Diese Ehzymmembran wird mit ginem wel-
teren Dialyseschlauch zur:Lésungsseite hin befestigt. Die so
praparierte Elektrode taucht in die gerlnrte pPufferldsung ein
(Na-Phosphatpuffer, pH 7,0). Nach einer entsprechenden Inku=
bationszeit mit 10 mM Gluccse-B6-phosphat in den Testrdhrchen
des EIA, wahrend der das Substrat vom Mafker—Enzym alkalische
Phosphatase (AP) in 2 ml Didthanolaminpuffer (pH 9,8) umge-
setzt wird:

' o AP
Glukose~6~Phosphat ———3 Glukose + Phosphat

‘wird die Reaktion im Testrdhrchen durch Zugabe von 50 ,ul .
konzentrierter.HCl-Lbsung abgestoppt. 0,5 ml der Reaktionsld-
sung werden in die elektrochemische MeBzelle verbracht,., Der
Abfall des kathodischen Stromes (DZ—Verbrauch} bzw. der An-
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stieg des anodlschen Stromes (HZOZ-Blldung) ist der Konzen-
tration der durch die alkalische Phosphatase gebildeten Glu-
kose und damit der»Aktivxtét des Marker-Enzyms proportional
Auf der Grundlage einer Eichkurve erfolgt die Bestimmung der
Aktivitdt des Marker-Enzyms bzw. der Konzentration des Faktor

VIII assoziierten Antigens.

2., Beispiel

Amperometrische Messung der pseudoperoxidatischen Aktivitat
von_Methamoglobin im Enzvaimmunoassay zur Bestimmung von 1gG

Grundlage dieses EIA ist das sogenannte sandwich-Prinzips
Hierzu werden konstante Mengen (10 /ug/ml) Hammel=-anti-Kanin~
chen-IgG-Antikérper adsorptiv unter Yerwendung eines 0,1 m
NatEiumcarbqnat/bicarbonaf-Puffers, pH = 9,6, an Polystyrol-
rénrchen gebunden und anschlieBend dreimal mit PBSéPuffer,
der 0,2 % Rinderserumalbumin und 0,05 % Tween 20 enfhélt, ge-
waschen. Nachfolgend erfolgt die Zugabe definierter (aber un-
terschiedlicher) Mengen von reinem Kaninchen-IgG in o. g.
Puffer und Inkubation bei Raumtemperatur, Nach mehrmaligem
Waschen wird eine geeignete‘Verdﬁnnung eines Konjugats, be=--
stehend aus dem Hanmel-a ngl—Kanlnchen—IgG~ ntikérper und -
@*haﬂog?oaln, zugegabon und nach mehrstindiger Inkubation '
bei 37°C und nachfolgendem Auswaschen des mongugats die en-
zymanaloge, pseudoperoxidatische Aktivitst des. Hamoglobins
bestimmt. Dazu wird eine Sauerstoffelektrode verwendet, dis
mit einem Dialyseschlauch bespannt wird. Nach einer entspre-
chenden Inkubationszeit mit 15 mM O-Phenylendiamin in Na-
triumcitratpuffer (pH 5 ,0) und 5 oM H202 wird die Reaktion
durch Zugabe von HCl gestoppt. 0,5 ml der Reaktionslésung
werden in die elektrochemische MeBzelle verbracht. Aus den
Anstieg des kathodischen Stromes kann (ber eine Zichkurve der
Verbrauch von Hy0, und damit die pseudoperoxidatische Aktivi-
t4t von Methédmoglobin bestimmt werden. Aus der Aktivitdt des

Methémoglobins wird die Konzentration an:IgG ermittelt.



-Erfindungsanspruch

i.

Verfahren zur-Béstimmung<der Aktivitdt von Marker-Enzymen
in inkubierten Proben von Enzymimmunoassays mittels einer
Indikatorelektrode, dadurch gekennzeichnet, dal die mit
einer Substratlosung versetzte Probe in eine elektrochemi-
sche MeBzelle tberfihrt und anschlieBend die Enzymaktivi-
tit des Marker-Enzyms (ber die mit einer Sauerstoffelek-
trode oder Enzymelektrode angezeigte Stromstirke gemessen
wird. ' v
Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennieiohnet, dal mit
der Sauerstoffelektrode dis Aktivitdt des Marker-Enzymes
in der MeB8zelle Uber die Messung des verbrauchs von 02 und
2 > oder die Bildung von HZOZ bestimmt wird, wozu als
Marker-:nzyﬂe <atalase, Peroxidase, Glukoseoxidase, Hémo-
globinderivate und Hamine verwendet werden.
Verfahren nach Punkt i, dadurch gekennzeichnet, daf mit
der Enzymelektrode auf der Basis einer modifizierten Sau-
erstoffelektrode der Verbrauch von 02 oder ﬁZQZ oder die
Bildung von h202 bestimmt wird, wozu als Marker-Enzyme 8-
Calactosidase, alkalische Phosphatase und Glucoamylase be-
nutzt werden. ' ‘
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