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'»‘Anwendungﬁgeblat der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Indlkatorsystem zur Akt1v1tatsbe-i
stimmung von Perox1dasen und anderen peroxidatisch wirksamen
'Substanzen in LSsung mit Hilfe eines in fester Phase (z. B.
als Téststreifen)'vorliegenden Indikators. Der Einsatz des
.Systemé erfolgt zu MeB~ und Kontrollzwecken in Laboratorien
und in der Produktion, wie beispielsweise der Nahrungsgiiter=-
wirtschaft, der ‘mikrobiologischen Industrie, der Landwirt-
schaft und im Umweltschutz sowie in der medizinischen Diagno=- -
stik, z. B, innerhalb immunologischer Tests,

Charakteristik der bekannten: technischen Lasunggg o
Die Bestimmung der Aktivitét von Peroxidasen und anderen per-
oxidatisch wirksamen Substanzen ist fir die biochemische Ana-
lytik und medizinische Diagnostik von Bedeutung, Verwendung

. finden hierbei Ublicherweise Testsysteme. die mit einem in
homogener Phase verteilten Chromogen als Farbtests durchge-
fihrt werden (H;‘Gallati, H. Brodbeck: J, Clin, Chem, Clin,
Biochem. 20 (1982) 221; K., G. Paul, P. I. Ohlsson, N. A,
‘Jbnsson: Anal, Biochenm. ggg’(1982) 102,) Allen.diesen Test=-
systemen ist gemeinsam; daB durch die nachzuweisende, per-
oxidatisch wirksame Substanz eine Reaktion von Hzo2 mit einer
ungefarbten Substanz zu einem Farbstoff katalysiert erd.
Mittels visueller oder spektrometrischer Verfahren kann eine
.qualitative, halbquantitative oder quantitative Auswertung

i
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des Testergebnlsses vorgenommen werden, Als Farbb;ldner wer=
- den u, a. Benzenderlvate (z. B, Hydrochinon. Guajakol) oder
Biphenylderivate (z. B, o-Tolidin.=o-Dianisid1n. 3,3'",5,5'~
Tetramethylbenzidin) eingesetzt, zumeist in Verbindung mit
‘Farbkupplern (R. H. White;Stevens, L. R. Stover: Clin. Chen.
28 (1982) 589; K. Tamaoku, Y. Murao, K, Akiura, Y. Ohkura:
‘Anal, Chim, Acta 136 (1982) 121 sowie dort zitierte Litera=
tur). ) '

Bei der Mehrzahl der bekannten, in homogener Phase ablaufen-
“den Farbtests ist jedoch von Nachteil. daB alle erforderli-
chen Reagenzien in bestimmten Konzentrationen nach einer
Handhabungsvorschrift zusammengegeben werden missen, woraus
letztlich ein relativ hoher zeitlicher Aufwand resultiert. Es
gibt bisher jedoch noch keinen visuell und spektrophotome-
trisch auswertbaren Teststreifen zur Bestimmung der Aktivitat

' von Peroxidasen und anderen peroxidatisch wirksamen Substan-
zen. ' .

ziel der Erfindung o o _
Das Ziel der Erfindhng besteht darin, die anaiytischen Syste~
me zur Bestimmung von Peroxidasen und anderen peroxidatisch
wirksamen Substanzen weiterzuentwickeln, Eine Vaereinfachung
der Handhabbarkeit soll dadurch erreicht werden, daB die
Farb= und tellweise auch die H.0.~-bildenden Komponéntén be=-

272
reits in einer festen Phase vorgebildet sind,

\

Darlegung des Wesens der Erf;ndung
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Indikatorsystem“
zu entwickeln, das fir eine Schnallbestlmmung von Paroxidasen'*
und anderen peroxidatisch wirksamen Substanzen geeignet ist,
ErflndungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelést, dsB ein In-

dikatorsystem, vorzugsweise bestehend aus Biphenyl=Derivaten,
wie o-Tolidin oder,3.3',5{5'-Tetramathylbenzidin_zusammen mit
einem Farbstabilisator (z. B, einer monomeren oder polymeren
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aromatischen Karbon- oder Sulfonsiure bzw. einer aromatischen
'oder heterocyclischen Aminoverblndung mit langkettigen
aliphatlschen Substituenten gem&B WP G 01 N/236 500) und dem

Enzym Glukoseoxidase in einem Blndemittel (z. B, Gelatlne.
' Polysaccharid—Gele oder synthetmsche Polymere) aufgeldést und
als Schicht auf/einen festen, transparenten oder nicht trans-
parenten Tréger aufgegeben wird. Auf diese Schicht wird er-
findungsgeméﬁ eine zweite Schicht, bestehend aus dem gleichen
oder einem anderen geeigneten Blndemittel, aufgetragen, die
jedoch nur den Farbstabilisator enthdlt und nachfolgend als
Affinitatsschicht bezeichnet wird. Das Wesen des Indikator~ )
‘systems liegt in dieser Affinititsschicht begrindet, Sie muB
so aufgebaut sein, daB einerseits die Diffusion der Reaktan-
ten in belden Rlchtungen nicht behindert wird. andererselts \
aber der gebildete Farbstoff festgehalten und stabilisiert
wird, Durch die Verbindung dieser beiden Eigenschaften gemi®
der'Erfindung'ist es moglich, die Aktivitét von Peroxidase
oder anderen peroxidatisch wirksamen Substanzen zu bestimmen, -
ohne daB diese in Schichten einzudringen brauchen. Im Bedarfs-
falle kdnnen auch mehrere Affinitatsschlchten verwendet wer=-

- den.,

Zur Bestimmung der peroxidatischen Aktivitat einer vorgegebe=-
nen Probe wird diese bei pH 6 mit einer ausreichenden Menge
an Glukose versetzt, Daraufhln wird ein Tropfen des Probenma-
terials auf dbs Indlkatorsystem, das z, B. ein Teststreifen
sein kann, aufgegeben oder ein passender Streifen des IndikaQ
torsystems wird in eine Meﬁkuvette, die die mit Glukose ver-
setzte Probenlosung enthalt, eingetaucht,

Die Glukose erzeugt in einer durch die immobilisierte Gluko-
‘seoxidase katalysierten Reakfion mit geldstem Sauerstoff
elnen Uberschuf an H202 im Indikatorsystem, Das H 0 bildet
mit dem szhenylderlvat in Anwesenheit von Peroxidasa oder
einer anderen peroxidatisch wirksamen Substanz einen Farbe
stoff, dessen’Bildungskinetik zur Aktivitatsbestimmung der
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| Peroxidése’dder einer . peroxidatisch wirksamen. Substanz
herangezogen werden kann. Dementsprechend wird die Extink-
‘tionsanderung der Farbstoffbande im optischen Spektrum (im
Falle des o-Tolldins bei 625 nm) danach reflektrometrisch
oder bei transparenten Streifen im Durchlicht gemessen., Aus

- der ermlttelten Zeitabhdngigkeit der Extinktion wird in der
tblichen Weise durch brmittlung der Anfangssteigung (z. Be
nach der Zweipunktmethode) die peroxmdatische Aktivitat der

'vProbenloqung berechnet.

- Die Erfindung wird nachfolgend durch Anwendungsbeispiele né=
her erlautert. ’ ' '

Ausfﬁhrungébeiséiele

-~ Beispiel 1

2,8 g Gelatine werden in 16 ml destilliertem Wasser bei Raum-
temperatur 30 Minuten gequollen und dann in 30 min bei 60°C.
gelést. Zu dieser Lésung werden 40 mg von 6-Octadecy1~a1ky1-
amino-xumethoxy-naphthensulfonsaure~4 (alkyl = 01-010) (ge~
lést in 0,6 ml 1 n Natronlauge und 12 nl Wasser) gegeben, wg-
bei die Temperatur auf 40°%C gehalten wird. Nach weiterer Zu=
gabe von 0,4 nl Athylenglykol, 0,02 ml Netzmzttel und 60 mg-

Glukoseoxidase (spezifische Aktivitat etwa 45 U/mg) wird der\
Ansatz halbiert, Die Hilfte wird nunmehr mit 60 mg o-Tolidin

* HC1 versetzt und im TauchguBverfahren bei 40°C auf eine =

“inerte transparente Unterlage aufgetragen.

Nach 4-stindigem Trocknen bei 28%C wird auf die Schlcht nach
dem gleichen Verfahren eine zweite Schicht, die alle o. g,
Komponenten auBer o-Tolidin enthalt, gegeben und wiederum wie
beschrieben getrocknet,

Werden Streifen dieses Matermals in eine peroxldatlsch aktivea
Lésung, die mit einer ausreichenden Menge an Glukose versetzt
, worden ist, elngetaucht. S0 farben sich die Streifen bereits
~innerhalb kurzer Zeit blau, wobei die Anfangssteigung der bell
630 nm gemessenen Extinktionsdnderung/Zeiteinheit direkt mit
der peroxidatischen Aktivitdt korreliert ist,
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Der in Beispiel 1 beschriebene Zweischichtenfilm wird in
Methamoglobin~Lésungen, die etwa 5,5 mM Glukose enthalten,

| eingetaucht und die peroxidatische Aktivitét ebenfalls aus

der Anfahgssteigung der Extinktionséndérung/Zeiteinheit be~
stimmt. ' '



Erfindungsanspruch

- Indikatorsystem zur Bestimmung der Aktlvitat von Peroxldasen
und anderen perox1datisch wirksamen Substanzen mit Hilfe von
semichinonlmlnbildenden Blphenylderlvaten, wie Benzidin und
o-Tolidin in Verblndung mit einem Stabilisator, dadurch ge-
'kennzelchnet, da% auf eine feste, transparente oder nicht
transparente Unterlage mehrere, mindestens jedoch zwei
Schichten aufgetragen werden, wobei infder‘mit'der Unterlage
in Kontakt stehenden Schicht alle zur Farbbildung notwendi-

© gen Komponenten auBer. Peroxydase in einem Bindemittel enthal- -

ten sind bzw. erzeugt werden kénnen und die nachfolgende bzw.
(bei mehr als zwei Schichten) die nachfolgenden Schichten al=-

~le Komponenten auBer Peroxydase und dem semichinonbildenden
Biphenylderivat enthalten.
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