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LIPASE-MARKIERTE PROBE

Die Erfindung betrifft eine mit Lipase markierte Probe oder Testsubstanz bzw.
die Verwendung von Lipase fiir die Bestimmung von biologischem Material.

Fiir die Detektion von biologisch relevanten Gruppen, bestimmten Genen, Anti-
genen, Antikérpern, Bakterienoberflichenproteinen oder dgl., ist es bekannt ge-
worden, Marker bzw. Testsubstanzen zu entwickeln, welche das Auffinden der
gesuchten Stoffe erleichtern sollen.

Insbesondere im Bereich der Gentechnologie ist es bekannt, Gensonden radio-
aktiv zu markieren, wobei mit einer derartigen Gensonde nach komplementéren
Nukleinsiuren gesucht werden kann. Im Fall von mit Enzymen markierten Test-
substanzen wurde bisher als Enzym Peroxidase oder alkalische Phosphatase ein-
gesetzt. Beide Enzyme zeichnen sich durch eine relativ gute Empfindlichkeit und
eine relativ leichte Nachweisbarkeit aus, was ihre Eignung als Marker bzw. als
Testsubstanz durchaus unterstreicht. Diese speziellen Enzyme sind jedoch mit
Nachteilen verbunden. So sind beispielsweise Randbedingungen einzuhalten,
welche die Verwendung derartiger Enzyme fiir den Nachweis bestimmter Sub-
stanzen unméglich macht. Des weiteren ist die Haltbarkeit und Thermostabilitét
derartiger Enzyme begrenzt. Dariiber hinaus erfordern derartige Enzyme das
Arbeiten in einem exakt definierten Milieu, wodurch der Anwendung deutliche
Grenzen gesetzt sind. SchlieBlich ist bei einer Reihe von Tests die Anwesenheit
von Metallionen, wie sie beispielsweise bei dem Arbeiten mit alkalischer Phos-
phatase gefordert wird, fiir einen Nachweis hinderlich, wobei Metallionen kom-
plexierende Substanzen wie EDTA nicht nur ein Arbeiten mit Phosphatase un-
moglich machen, sondern gleichzeitig auch im Fall von Peroxidasen die Gefahr
einer Denaturierung und damit eine wesentliche Verschlechterung der Nach-
weisgrenzen zur Folge hat.
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Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine mit Enzym markierte
Probe oder Testsubstanz zu schaffen, welche sich durch wesentlich verbesserte
Stabilitit und ein wesentlich verbreitertes Anwendungsspektrum auszeichnet und
auf diese Weise Substanzen fiir eine analytische Bestimmung zugénglich macht,
welche mit bisher mit Enzym markierten Proben oder Testsubstanzen in keiner
Weise zugénglich waren.

Die Losung dieser Aufgabe besteht im wesentlichen darin, daB als Enzym eine
pflanzliche Lipase, deren Isoenzyme oder strukturelle Analoga mit einer
Aminosiurehomologie von wenigstens 70 % und Lipaseaktivitit verwendet wird.
Candida rugosa, welche sich als Quelle besonders geeignet erwiesen hat, und in
der Literatur auch als Candida-Cylindracea beschrieben ist, enthilt eine Lipase,
deren Struktur weitestgehend bestimmt ist. Die Klonierung und die Analyse der
Lipasesequenz ist insbesondere in Gene 124:1 (Februar 14, 1993, Seiten 45-55)
ausfiihrlich beschrieben. Das Enzym wird hier als 57-kDa Protein mit 534
Aminosiuren angegeben, wobei 5 Isoenzyme mit einer Aminoséurenhomologie
von 80 % bereits strukturell aufgeklart wurden. In jedem Fall handelt es sich um
eine Lipase aus Pflanzen, insbesondere Pilzen. Besonders bevorzugt ist eine
Lipase aus Candida rugosa DSM 2031. Die Verwendung dieser Lipase hat gegen-
iiber allen bisher bekannten Enzymen, aber auch gegeniiber anderen bekannten
Lipasen, insbesondere tierischen Lipasen, eine wesentliche Verbesserung der
Produkteigenschaften zur Folge. Insbesondere wurde herausgefunden, daB bei
Verwendung der erfindungsgemiB vorgeschlagenen Lipase eine Thermostabilitét
bis wenigstens 60 °C sicher-gestellt ist, welche weder mit alkalischer Phospha-
tase noch mit Peroxidase erreicht werden kann. Insbesondere fiir Hybridi-
sierungstests, bei denen die Anwendung erhohter Temperatur fiir eine akzeptable
Reaktionsgeschwindigkeit von wesentlicher Voraussetzung ist, wird durch die
auf diese weise erzielte Thermostabilitit die Voraussetzung geschaffen, derartige
Tests in einer vertretbaren Zeit durchfiihren zu kénnen.

Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemaf vorgeschlagenen Lipase besteht darin,
daB sie fiir ihre Aktivitit in keiner Weise Metallionen benétigt. Im Fall von
alkalischer Phosphatase sind Magnesium- und Zinkionen Voraussetzung fiir die
enzymatische Aktivitit, und eben diese Metallionen wiirden beispielsweise
Nukleasen aktivieren, welche in der Folge die Verwendung von alkalischer
Phosphatase fiir Gensonden verhindern.



WO 95/10775 PCT/EP94/03379

Um insbesondere bei der Verwendung von mit Enzym markierten Gensonden die
Aktivierung von Nukleasen sicher zu verhindern, wird vielfach mit komple-
xierenden Substanzen, wie beispielsweise EDTA gearbeitet. EDTA komplexiert
nicht nur Metallionen und erlaubt auf diese Weise nicht mehr die Verwendung
von alkalischer Phosphatase, vielmehr haben entsprechend grofle Mengen von
EDTA auch die Tendenz, Proteine zu denaturieren. Die erfindungsgeméaf}
vorgeschlagene Lipase hat sich nicht nur durch wesentlich héhere Thermo-
stabilitit als bekannte Enzyme ausgezeichnet, sondern zeichnet sich auch durch
eine vollige Stabilitéit gegen EDTA aus. Eine weitere, deutliche Uberlegenheit der
erfindungsgemiB verwendbaren Lipasen gegeniiber bekannten Enzymen besteht
darin, daB auch Harnstoff bzw. entsprechende Derivate in groBen Mengen die
Funktion der Lipase in keiner Weise beeintrichtigen. Bei Verwendung von
Lipase kann zum Schutz von SH-Gruppen mit EDTA gearbeitet werden, was mit
bisherigen mit Enzym markierten Proben oder Testsubstanzen in keiner Weise
moglich war.

Die erfindungsgemif verwendbaren Lipasen zeichnen sich auch durch eine
wesentlich verbesserte Vertraglichkeit gegeniiber organischen Losungsmitteln
aus. Insbesondere sind die erfindungsgemiB vorgeschlagenen Lipasen auch in
Toluol einsetzbar, wodurch sich die analytische Anwendungsbreite der
erfindungsgemiBen Proben oder Testsubstanzen wesentlich erhéht.

Die hohe Stabilitit erlaubt die analytische Verwendbarkeit der erfindungs-
gemiBen Proben und Testsubstanzen in einem pH-Bereich zwischen 2,5 und 9,
wobei die Unempfindlichkeit gegeniiber Harnstoffen den Nachweis hochhydro-
phober Substanzen ermoglicht. Die Verwendung von groflen Mengen von bei-
spielsweise Harnstoff, welche mit anderen mit Enzym markierten Proben oder
Testsubstanzen nicht zuldssig wire, ermoglicht dariiber hinaus, die Sekundér-
struktur einer DNA soweit aufzuweiten, dal die Zuverlissigkeit von Gensonden
wesentlich verbessert wird.

Aufgrund der wesentlich hoheren Stabilitat der erfindungsgeméB vorgeschia-
genen Lipase bestehen auch kaum Grenzen beziiglich der Art der Koppelung an
reaktive Substanzen und insbesondere biorekognitive Gruppen.
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Lipasekonjugate kénnen aufgrund ihrer hohen Stabilitédt getrocknet und bei
Raumtemperatur gegebenenfalls lyophilisiert oder auch nur luftgetrocknet iiber
Jahre ohne AktivititseinbuBe gelagert werden. Insgesamt ergibt sich gegeniiber
bekannten mit Enzymen markierten Proben eine Umsatzrate in gleicher Gro-
Benordnung bei gleichzeitig verbesserter Empfindlichkeit, die auf die verbesserte
Nach-weisbarkeit der Lipase zuriickzufiihren ist.

Waihrend beispielsweise im Vergleichsversuch mit alkalischer Phosphatase eine
Nachweisgrenze bei etwa 250 bis 100 pg vorliegt, haben Versuche ergeben, da
sich Lipase noch in einem Bereich bis etwa 5 pg exakt bestimmen 148t, wobei bis
in einem Bereich von 10 ng neben einer rein qualitativen Analyse sogar eine
weitestgehend einfache Ab-schitzung der Menge méglich ist.

Die Bestimmung der Lipase kann in iiblicher Weise erfolgen, wofiir bei-
spielsweise Ester von Phenolen oder deren Derivate als Substrate eingesetzt
werden konnen. Die auf diese Weise erzielte Farbreaktion 148t eine unmittelbare
und einfache Auswertung zu. Entsprechende Methoden sind dem Fachmann
bekannt.

Insbesondere im Zusammenhang mit Oligonucleotidsonden zeigen sich die
Stabilitdtsvorteile der erfindungsgeméfen Lipase besonders deutlich.

GemiB einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist die Probe oder
Testsubstanz dadurch gekennzeichnet, dal die Lipase mit Biotin, Avidin,
Leichthin, Protein A, Protein G, Antikorperbindenden Proteinen, Antikérpern,
Antigenen, viralen Proteinantigenen, Bakterienoberflichenproteinen,
Digoxygenin, DNS, RNS, Oligonucleotiden oder syn-thetischen Analoga
Metallkolloiden oder Kunststoffmikropartikel (< 5 pm) konjugiert ist. Derartige
Konjugate weisen fiir eine weite Anwendungsbreite bestimmte reaktive Grup-pen
und im besonderen biorekognitive Gruppen auf, welche damit ein iiberaus grofies
Einsatzgebiet fiir derartige markierte Proben oder Testsubstanzen eroffnen.
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Des weiteren betrifft die Erfindung die Verwendung von Lipase aus Pflanzen,
insbesondere aus Candida rugosa DSM 2031, deren Isoenzyme oder strukturelle
Analoga mit einer Aminosidurehomologie von wenigstens 70 % und Lipase-
aktivitit zur Herstellung von analytischen Proben oder Testsubstanzen, wobei die
Lipase mit biorekognitiven Gruppen konjugiert eingesetzt wird und wobei
derartige Testsubstanzen sich ganz besonders fiir Bioassays, Teststreifen,
Biosensoren oder als Gensonden eignen. Als Gensonden konnen hierbei im
besonderen klassische Oligonucleotidproben eingesetzt werden, welche aufgrund
der giinstigen Thermostabilitit der Lipase eine selektive Hybridi-sierung unter
Anwendung stringenter Bedingungen zulassen.

Die Uberlegenheit der erfindungsgemiB vorgeschlagenen pflanzlichen Lipase,
insbesondere aus Candida rugosa bzw. ihrer Isoenzyme sowie der eingangs
genannten strukturellen Analoga wird anhand der folgenden Abbildungen und
Beispiele ndher erldutert.

Abb. 1 zeigt die Thermostabilitit der Lipase der Candidaspezies. Es ist ersicht-
lich, daB die Aktivitit bei einem pH-Wert von 5 bei Temperaturen von 50 °C
iiber die Zeit nahe zu konstant verlduft und bei einem pH-Wert von 7 auch nach
iiber einer Stunde noch iiber 75 % der urspriinglichen Aktivitit beibehilt. Selbst
bei Temperaturen von 60 °C und einem pH-Wert von 5 bleiben Werte in der
GroBenordnung von 80 % der urspriinglichen Aktivitdt nach einer Stunde
erhalten.

Abb. 2 zeigt die Nachweisgrenzen bei Farbreaktionen von Lipase und alkalischer
Phosphatase. Es ist ersichtlich, daB bei alkalischer Phosphatase bei etwa 250 pg
die Nachweis-grenze weitestgehend erreicht ist, wohingegen im Original bei
Lipase noch bei 5 pg ein Punkt als Farbreaktion detektiert werden konnte. Die
Durchmesser der Punkte bleiben bei Lipase bis in einem Bereich von 10 ng
weitestgehend korreliert mit der tatsichlichen Menge, wohingegen eine einfache
quantitative Abschitzung bei alkalischer Phosphatase ab etwa 500 pg schon nicht
mehr ohne weiters moglich ist.
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In Abb. 3 ist die Verwendung von Lipase fiir eine Oligonucleotidgensonde
schematisch nach Art eines FluBdiagrammes verdeutlicht. Bei der Verfahrens-
weise wird an eine Mikrotiterplatte 1 iiber eine Biotin-Avidin-Kopplung ein
strukturelles Gen 2 immobilisiert. Mit Lipase 3 wird eine Oligonucleotidsonde 4
verbunden, wobei bei einem Ana-lyten 5 dann eine Festlegung der Lipase an der
Mikrotiterplatte erfolgt, wenn dieser Ana-lyt sowohl mit dem Gen, welches an
der Mikrotiterplatte 1 festgelegt ist, als auch mit dem Oligonucleotid 4 rekom-
biniert. Insgesamt ergibt sich auf diese Weise bei Anwesenheit einer bestimmten
zu detektierenden biologischen Substanz 5 durch die Hybridisierungsreaktion
eine Immobilisierung der Lipase 3 an der Mirotiterplatte 1. Der qualitative Nach-
welis gelingt in der Folge durch konventionelle Methoden, beispielsweise durch
eine Farbreaktion der Lipase mit einem entsprechenden Substrat als Reagenz.

Abb. 4 zeigt einen Vergleich der'optimalen pH-Werte von Lipase, Peroxidase
und alkalischer Phosphatase.

Abb. 5 zeigt einen Vergleich von Farbstoff-Prézipitationsassays fuir Lipase und
alkalische Phosphatase.

Beispiele

Allgemeine Vorschriften

Meerrettich-Peroxidase-Aktivititsassay unter Verwendung von ABTS

Prinzip:

Meerrettich-Peroxidase wurde spektrophotometrisch bei 23 °C nachgewiesen,
durch Verfolgen der Oxidationsrate von ABTS (1,49 mM) im Gegenwart von
Wasserstoff-peroxid (0,045 %) in0,1 M Cltrat-/Phosphatpuﬁer pH 4,5, bei einer
Wellenlénge von 420 nm.

Beschreibung der Methode:

Es wurde eine Substrat-Mischung aus 0,5 ml ABTS (20 mg/10 ml Wasser), 1 ml
Wasser-stoffperoxid (0,6 % in Wasser) und 9,5 ml 0,1 M Citrat-/Phosphatpuffer,
pH 4,5, hergestellt.
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50 pl einer Enzymlosung wurden mit 500 ul der oben genannten Substratlsung
ver-mischt und die Kinetik der enzymatischen Reaktion bei einer Wellenldnge
von 420 nm iiber einen Zeitraum von einer Minute verfolgt. Die Konzentration
des oxidierten Substrats wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten fiir ABTS
berechnet. Die Konzen-tration der Enzymldsung wurde so eingestellt, daB} ein
linearer Verlauf der Extinktions-kurve unter Arbeitsbedingungen gewahrleistet
war.

Bestimmung der Aktivitit Alkalischer Phosphatase mit p-
Nitrophenyiphosphate als Substrat

Prinzip:

Alkalische Phosphatase wurde spektrophotometrisch bei 23 °C nachgewiesen
durch Ver-folgen der Hydrolyse von 0,1 mM p-Nitrophenylphosphat in 0,1 M
TRIS, 0,1 M NaCl und 50 mM MgCl,, pH 8.5, bei einer Wellenlénge von
405 nm [Lazdunski, C. and Lazdunski, M. (1966) BBA 113, 551-566].

Beschreibung der Methode:

5 ul einer Enzyml$sung wurden mit 500 pl1 0,1 M TRIS, 0,1 M NaCl, 50 mM
MgCly, pH 8,5, gemischt. Nach Zugabe von 100 ul einer 0,6 mM p-Nitro-
phenylphosphatlosung, wurde der Reaktionsverlauf bei 405 nm kinetisch tiber
einen Zeitraum von einer Minute verfolgt. Die Konzentration der Enzyml6sung
wurde so eingestellt, daB ein linearer Verlauf der Extinktionskurve unter
Arbeitsbedingungen gewihrleistet war. Die Konzentration des hydrolysierten
Substrats wurde mit Hilfe einer p-Nitrophenol-Eichkurve bei pH = 8,5 bestimmt.

Bestimmung der Lipase-Aktivitit mit p-Nitrophenylbutyrat

Prinzip: _

Lipase wurde spektrophotometrisch bei 23 °C nachgewiesen durch Verfolgen der
Hydrolyse von 0,1 mM p-Nitrophenylbutyrat in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0,
bei einer Wellenlange von 405 nm.

Beschreibung der Methode:

Eine Stammlosung von p-Nitrophenylbutyrat (p)NPB) wurde durch Vermischen
von 23 pl pNPB mit 5 ml 1 % Polyvinylalkohol in Wasser unter heftigem
Schiitteln hergestellt. Die Phase mit ungelostem pNPB wurde durch
Zentrifugation (4 °C, 1500 g, 7 min) abgetrennt.
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Die Konzentration der verbleibenden wifrigen Losung von pNPB wurde mit
Hilfe einer Eichkurve von p-Nitrophenol bei pH = 7,0 bestimmt.

5 ul Enzymlésung wurden mit 500 pl 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0, vermischt.
Nach Zugabe von 100 pl der 0,6 mM p-Nitrophenylbutyratlosung wurde die
Kinetik der Reak-tion bei einer Wellenldnge von 405 nm iiber einen Zeitraum
von 1 Minute verfolgt. Die Konzentration der Enzymlosung wurde so eingestellt,
daf ein linearer Verlauf der Extinktionskurve unter Arbeitsbedingungen ge-
wihrleistet war. Die Konzentration des hydrolysierten Substrats wurde mit Hilfe
einer p-Nitrophenol-Eichkurve bei pH = 7,0 bestimmt.

Vorbehandlung der Lipase:

Rontgenkristallographische Studien diverser Lipasen zeigten, daBl das aktive
Zentrum eine Rille darstellt, die von einem helikalen Proteinteil deckelartig
abgedeckt wird [Schrag, J. D. and Cygler, M., J. Mol. Biol. 230, 575-591 (1993),
Derewenda, U., Brzozowski, A. M., Lawson, D. M. and Derewenda, Z. S.,
Biochemistry 31, 1532-1541 (1992)]. Diverse Effektoren sind in der Lage, eine
extensive rdumliche Umstrukturierung herbeizufiihren, wobei das aktive Zentrum
fiir das Substrat freier zugénglich wird.

Lipase (mit einer Proteinkonzentration von 0,09 mg/ml; bestimmt mittels
Bradford-Methode) wurde 1 bis 60 min lang inkubiert mit einer 20 bis 44 % (v/v)
Effektorlosung (z. B. Tetrahydrofuran, 2-Methyl-pentandiol, 2-Isopropanol...) in
0,1 M Acetatpuffer, 0,1 % an BSA, pH 5,0 bei Raumtemperatur. AnschlieBend
wurde die Enzymlosung auf eine meBfahige Konzentration verdiinnt mit 0,1 M
Acetatpuffer, pH 5,0, 0,1 % an BSA, oder 0,2 % (v/v) an Tween-20 in 0,1 M
Acetatpuffer, pH 5,0, 0,1 % an BSA. Die Proben wurden bei 4 °C aufbewabhrt.
Die Aktivitit wurde mit Hilfe des pNPB-Assays bestimmt.

Bestimmung der Lipaseaktivitit mit Hilfe von Hydrochinonmonobutyrat

Prinzip:

Lipase wurde spektrophotometrisch bei 23 °C durch Verfolgen der Hydrolyse
von 0,38 mM Hydrochinonmonobutyrat in 0,1 M Puffer pH = 1,5 bis 9,0 bei
einer Wellen-liange von 295 nm nachgewiesen.
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Beschreibung der Methode:

Eine Stammldsung von Hydrochinonmonobutyrat (HMB) wurde durch Ver-
mischen von 10 mg HMB in 6 ml einer 1 % wiBrigen Polyvinylalkohollosung
unter heftigem Schiitteln hergestellt. Die Konzentration der HMB-Lésung wurde
mit Hilfe einer Hydrochinon-Eichkurve festgestellt und betrug 3,08 mmol/l.

20 ul einer Enzymlésung wurden zu 700 pl 0,1 M Puffer, der auf den ge-
wiinschten pH-Wert eingestellt war, zugegeben. Nach Zugabe von 100 pl einer
3,08 mM HMB-Losung wurde die Kinetik der enzymatischen Reaktion bei einer
Wellenlinge von 295 nm iiber einen Zeitraum von 2 min verfolgt. Die
Konzentration der Enzymldsung wurde so einge-stellt, da} ein linearer Verlauf
der Extinktionskurve unter Arbeitsbedingungen gewdéhrleistet war. Die
Konzentration an hydrolisiertem Substrat wurde mit Hilfe einer Hydrochinon-
Eichkurve bestimmt. |

Beispiel 1:

Vergleich der spezifischen Aktivititen von Lipase und Alkalischer
Phosphatase mit Hilfe von p-Nitrophenylbutyrat bzw. p-Nitrophenvlphosphat

1. gereinigte Meerrettich-Peroxidase 1050 pmol/min - mg
(ABTS, pH=4,5, 23 °C)

2. gereinigte Alkalische Phosphatase 900 umol/min - mg
(p-Nitrophenylphosphat, pH = 8,5, 23 °C)

3. Rohpriparation einer Lipase aus Candida rugosa 2700 pmol/min - mg
(p-Nitrophenylbutyrat, pH = 7,0, 23 °C)

Die Aktivitit wurde auf die Totalproteinkonzentration der enzymatischen
Roh-préparation bezogen.

Bei gereinigten Lipase-Isoenzymen ist eine signifikante Erh6hung der
spezifischen Aktivitit zu erwarten. '
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Beispiel 2:

Bestimmung und Vergleich der pH-Optima von Lipase, Meerrettich-
Peroxidase und Alkalischer Phosphatase

Die Lipaseaktivitdt wurde bei unterschiedlichen pH-Werten mit Hilfe des
Hydrochinon-Assays bestimmt. Das Enzym Lipase besitzt ein sehr breites pH-
Optimum (zwischen pH 3 - 8) und ist daher fiir gekoppelte Enzymassays (z. B.
mit Peroxidase) geeignet. Alkalische Phosphatase ist bei pH-Werten iiber 7 aktiv,
Meerrettich-Peroxidase besitzt ein pH-Optimum um pH = 5, wenn ABTS als
Substrat verwendet wird (Abb. 4).

Beispiel 3:

Stabilitiit von Lipase, Meerrettich-Peroxidase und Alkalischer Phosphatase
geogeniiber EDTA

Alle oben erwdhnten Enzyme wurden in Gegenwart von 50 mM EDTA bei 4 °C
inkubiert. Alle gemessenen Enzymkonzentrationen wurden auf einen
Proteingehalt von 20 nmol eingestellt.

o Meerrettich-Peroxidase wurde mit 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,5, 0,05 % an
BSA, bestimmt.

o Alkalische Phosphatase wurde mit 50 mM TRIS-Puffer, pH 7,6, 1 mM an
MgCly und 0,1 mM an ZnCly, 0,05 % an BSA, verdiinnt.

o Lipase wurde mit 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,0, 0,05 % an BSA, verdiinnt.

Tabelle 1

t =0 min t =30 min t =16 Std.
Lipase 100 % 100 % 100 %
Alkalische Phosphatase |100 % <14 % <4%
Peroxidase 100 % 100 % 100 %
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Thermostabilitit von Lipase, Meerrettich-Peroxidase und Alkalischer

Phosphatase bei 50 °C

Der Vergleich der Thermostabilitit der oben angefiihrten Enzyme wurde bei
einer Proteinkonzentration von 0,2 mg/ml durch Inkubation bei 50 °C wihrend
einer Zeitspanne von 120 min durchgefiihrt.

o Meerrettich-Peroxidase wurde in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,5, inkubiert.

o Alkalische Phosphatase wurde in 50 mM TRIS, 1 mM MgCl und 0,1 mM
ZnCly, pH 7.6, inkubiert.

o Lipase wurde mit 0,1 M Acetatpuffer, pH 5,0, 0,5 % an BSA, verdiinnt.

Tabelle 2
t=0min [t=30min |t=90min [t=120 min
Lipase 100 % 100 % 100 % 89 %
Alkalische Phosphatase {100 % 100 % 96 % 87 %
Peroxidase 100 % 90 % 82 % 75 %
Beispiel S:

Stabilitiit von Lipase, Meerrettich-Peroxidase (HRP) und Alkalischer

Phosphatase in Gegenwart von Azid-lonen

Alle oben genannten Enzyme wurden in Gegenwart von 0,05 % Natriumazid bei
25 °C und 4 °C inkubiert. Um diese Enzyme miteinander zu vergleichen, wurden
aquivalente molare Proteinkonzentrationen von 20 nmol/ml verwendet.

o Meerrettich-Peroxidase (HRP) wurde verdiinnt mit 0,1 M Phosphatpuffer,

0,5 % BSA, pH 7,5.

o Alkalische Phosphatase wurde verdiinnt mit 50 mM TRIS, 1 mM MgCl; und
0,1 mM ZnCl,, 0,05 % BSA, pH 7,6.

o Lipase wurde verdiinnt mit 0,1 M Acetatpuffer, 0,05 % BSA, pH 5,0.
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Azide kénnen zur Konservierung aller oben genannten Enzyme verwendet
werden. In Be-zug auf Alkalische Phosphatase wurde eine geringfiigige Abnahme
der Enzymaktivitit (10 - 20 % pro Tag) beobachtet. AuBerdem fithrt Azid zur
Verringerung der Peroxidaseaktivitit, indem es Peroxidase (HRP) in Gegenwart
von Wasserstoffperoxid inaktiviert (wahrend des Assays).

Beispiel 6:

Stabilitiit von Lipase, Meerrettich-Peroxidase und Alkalischer Phosphatase
in Gegenwart von 7 M Harnstofflosungen

Alle oben angefiihrten Enzyme wurden in Lésungen mit 7 M Harnstoff bei 25 °C
und 4 °C inkubiert. Um diese Enzyme zu vergleichen, wurden
Proteinkonzentrationen von 0 nmol/ml verwendet.

e Peroxidase (HRP) wurde mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5), 0,05 % BSA,
verdiinnt.

¢ Alkalische Phosphatase wurde mit 50 mM TRIS (pH 7,6), 1 mM MgCl, und
0,1 mM ZnClj, 0,05 % BSA, verdiinnt.

e Lipase wurde mit 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,0), 0,05 % BSA, verdiinnt.

Bei 4 °C fiihrt 7 M Harnstofflosung nur zur geringfiigigen Denaturierung aller
oben ge-nannten Enzyme (10 % Aktivititsabnahme pro Tag). Bei 25 °C nimmt
die Aktivitit dieser Enzyme um 50 % ab.

Beispiel 7:

Einfiihrung von Sulfhydryl-Gruppen (-SH) in Lipase (iur Kopplung an
Reporter-Molekiile die Maleimid-oder Todacetat-Gruppen enthalten)

Die Einfiihrung von Thiol-Gruppen in Lipase wurde durchgefiihrt in 0,1 M
EDTA, 01, M Phosphatpuffer, pH 7,5 bet einer Protein-Endkonzentration von
3 mg/ml unter Verwendung eines zehnfachen Uberschusses an 2-Iminothiolan.

Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur, wurde iiberschiissiges 2-
Iminothiolan durch Ultrafiltration mit Centricon-30-Réhrchen vom modifizierten
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Enzym abgetrennt. Das Ausmaf der Modifizierung wurde unter Verwendung von
Ellman's Reagenz [5,5"-Dithio-Bis-(2-Nitro-benzoesiure)] bestimmt. Das mit SH-
Gruppen modifizierte Protein wurde in 0,1 M EDTA, 0,1 M Acetatpuffer, pH 5
bei 4 °C gelagert.

Beispiel 8:

Einfiihrung von Maleimid-Resten in Lipase mittels heterobifunktioneller

Crosslinker (zur Kopplung an Reporter-Molekiile, die Thiol-Gruppen

enthalten)

(Sulfo)succinimidyl-4-(N-maleimidomethylcyclohcxan); (PIERCE 22322X)
m-Malemidobenzoyl-N-hydroxysuccinimid-ester; (PIERCE 22312X)
(Sulfo)succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat; (PIERCE 22317X)
(Sulfo)succinimidyl-(4-iodacctyl)aminobenzoat; (PIERCE 22327X)

Oben angefiihrte und kommerziell verfiigbare heterobifunktionelle Crosslinker,
die mindestens zwei verschiedene reaktive Gruppen besitzen, erlauben se-
quentielle Kdnjuga—tionen und minimieren eine unerwiinschte Polymerisation
oder Selbst-Konjugation. Diese Crosslinker wurden wie folgt getestet:

Die Modifizierung von Lipase mit den angefiihrten Crosslinkern wurde durchge-
fithrt in 50 mM Borat-Puffer, 0,1 M EDTA, pH = 7, mit einem 50 molaren
UberschuB an heterobifunktionellem Crosslinker. Die Proteinkonzentration der
Lipase-Fraktion wurde mit-tels Bradford-Test bestimmt und betrug 3 mg/ml. Die
Lipase zeigte keinen nennenswerten Verlust an Enzymaktivatit.

Beispiel 9:

Kopplung von Lipase und Polyethvlenglycol

Prinzip:

Die Carboxyl-Gruppen der Lipase wurden in Gegenwart von Polyethylenglycol,
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und N-
Hydroxysuccinimide (NHS) modifiziert.
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Beschreibung der Methode:

Modifizierte Lipase mit isoelektrischen Punkten pI = 5,5 bis pI = 7,0
Eine Stock-Losung von 0,0'-Bis-(2-aminopropyl)polyethylenglykol 1900
(M.W. 2000) (DiaminoPEG) wurde in einer Konzentration von 0,59 g/ml in
Wasser zubereitet und mit verdiinnter Salzséure auf pH = 4,6 eingestellt.

Eine Stock-Lésung von EDC/NHS wurde hergestellt, indem eine wilirige Losung
von EDC mit einer Lésung von NHS in Dimethylformamid (DMF) im molaren
Verhiltnis 15:1 gemischt wurde. Diese Stock-Losung wurde sofort verwendet.

Lipase (384 pug; 6,7 nmol) wurde mit einer Losung von DiaminoPEG (12,2 mg,
6,4 pmol) gemischt. Danach wurde eine Mischung von EDC/NHS (EDC:

0,15 mg, 780 nmol; NHS: 0,006 mg, 52 nmol) zugegeben und die Mischung

16 Stunden lang bei 4 °C in der Dun-kelheit inkubiert (pH der
Reaktionsmischung war 6,8). Die Protein-Endkonzentration be-trug 5 mg/ml. Die
Reaktion wurde mit 500 mM Acetatpuffer, pH 5 gestoppt, und der Uberschuf an
DiaminoPEG wurde mittels Elektrodialyse gegen 50 mM Acetatpuffer, pH 5,0,
abgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem nativen Polyacrylamid-Gel

analysiert und unter Farbung mit Indolylacetat/Nitro-blue-Tetrazolium-Salz
(NBT) detektiert.

Modifizierte Lipase mit isoelektrischen Punkten von pI = 7 bis pI =9

Eine Stock-Losung von 0,0'-Bis-(2-aminopropyl)polyethylenglykol 1900 (M.W.
2000) (DiaminoPEG) wurde in einer Konzentration von 0,59 g/ml in Wasser
zubereitet und mit verdiinnter Salzsdure auf pH = 4,6 eingestellt.

Eine Stock-Losung von EDC/NHS wurde hergestellt, indem eine wiBrige Losung
von EDC mit einer Losung von NHS in Dimethylformamid (DMF) im molaren
Verhiltnis 15:1 gemischt wurde, Diese Stock-Losung wurde sofort verwendet.

Lipase (384 pg; 6,7 nmol) wurde mit einer Losung von DiaminoPEG (12,2 mg,
6,4 pmol) gemischt. Danach wurde eine Mischung von EDC/NHS (EDC:

0,61 mg, 3,2 umol; NHS: 0,024 mg, 0,21 pmol) zugegeben und die Mischung

16 Stunden lang bei 4 °C in der Dun-kelheit inkubiert (pH der Reaktions-
mischung war 6,8). Die Protein-Endkonzentration be-trug 5 mg/ml. Die Reaktion
wurde mit 500 mM Acetatpuffer, pH 5 gestoppt, und der UberschuB an Dia-
minoPEG wurde mittels Elektrodialyse gegen 50 mM Acetatpuffer, pH 5,0,
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abgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem nativen Polyacrylamid-Gel
analysiert und unter Farbung mit Indolylacetat/Nitro-blue-Tetrazolium-Salz
(NBT) detektiert.

Modifizierte Lipase mit isoelektrischen Punkten von pI =7 bis pI =9

Eine Stock-Ldsung von 0,0'-Bis-(2-aminopropyl)polyethylenglykol 1900 (M.W.
2000) (DiaminoPEG) wurde in einer Konzentration von 0,59 g/ml in Wasser
zubereitet und mit verdiinnter Salzsiure auf pH = 4,6 eingestellt.

Eine Stock-Losung von EDC/NHS wurde hergestellt, indem eine wifirige Losung
von EDC mit einer Losung von NHS in Dimethylformamid (DMF) im molaren
Verhiltnis 15:1 gemischt wurde, Diese Stock-Losung wurde sofort verwendet.

Lipase (384 pg; 6,7 nmol) wurde mit einer Losung von DiaminoPEG (12,2 mg,
6,4 umol) gemischt. Danach wurde eine Mischung von EDC/NHS (EDC:

0,61 mg, 3,2 umol; NHS: 0,024 mg, 0,21 pmol) zugegeben und die Mischung

16 Stunden lang bei 4 °C in der Dun-kelheit inkubiert (pH der Reaktions-
mischung war 6,8). Die Protein-Endkonzentration betrug 5 mg/ml. Die Reaktion
wurde mit 500 mM Acetatpuffer, pH 5 gestoppt, und der UberschuB an
DiaminoPEG wurde mittels Elektrodialyse gegen 50 mM Acetatpuffer, pH 5,0,
abgetrennt. Die Reaktionsprodukte wurden auf einem nativen Polyacrylamid-Gel
analysiert uid unter Firbung mit Indolylacetat/Nitro-blue-Tetrazolium-Salz
(NBT) detektiert.

Beispiel 10:

Kopplung von Lipase an Desoxvoligonucleotide

Modifikation von Lipase (modifiziert mit Polyethylenglykol) mit SMCC:

Die Modifikation von PEG-Lipase wurde durchgefiihrt in 20 mM
Phosphatpuffer, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4 bei einer Protein-
Endkonzentration von 10 mg/ml unter Verwendung eines 20fachen molaren
Uberschusses an SMCC (in Bezug auf fiinf zu modifizierende Aminogruppen).
Nach Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur und in der Dunkelheit wurde
der iiberschiissige Crosslinker auf einer Sephadex-10-Saule, die zuvor mit 20 mM
Phosphatpuffer + 2 mM EDTA (pH 6,5) dquilibriert wurde, abgetrennt.



WO 95/10775 PCT/EP94/03379
- 16 -

Die gewiinschten Fraktionen an Lipaseaktivitdt wurden mit Hilfe von Centricon-
30-Rohrchen bei einer Raumtemperatur von 4 °C konzentriert und anschlieBend
lyophilisiert. Die modifizierte Lipase wurde bei - 20 °C aufbewahrt und direkt fiir
die Kopplung mit Oligonucleotiden verwendet.

Darstellung von SH-Oligonucleotiden:

Die Oligonucleotiden wurden mit der Phosphoramidit-Methode synthetisiert. Die
ter-minale Sulfhydryl-Gruppe am 5'-Ende wurde wiahrend des letzten Synthese-
schrittes mit C6-Thiol-Modifiern eingefithrt. Nach Reinigung an einer Reverse
Phase HPLC (01, M Triethylammoniumacetat, pH 7 und Methanol als mobile
Phase), wurde die Trityl-Gruppe unter Verwendung von Silber-Nitrat abgespalten
und in DTT bei - 20 °C aufbewahrt [Arbeitsvorschrift von Clontech].

Kopplung von SMCC-Lipase und Desoxyoligonucleotiden:

5 ug von Trityl-freiem Oligonucleotid in einem Volumen von 50 pl wurde iiber
eine Sephadex G-25-Séule entsalzt und direkt mit dem lyophilisierten Enzym
vermengt.

Nachdem sich das Enzym gelost hatte, wurde die Reaktion zuerst eine Stunde bei
Raum-temperatur und anschlieflend zur Vervollstindigung der Reaktion
16 Stunden lang bei 4 °C ausgefiihrt.

Beispiel 11:

Immobilisierung von Lipase und Antigen an Metallkolloiden

Die Synthese von kolloidalem Gold wurde nach Frens, G. et al. [Nature Lond.
Phys.Sci. 241, 20 (1973)] durchgefiihrt. Lipase (10 pl, Proteinkonzentration von
1 mg/ml) in 0,1 M Phosphatpuffer und 6 pl virales Antigen (0,8 mg/ml) wurden
mit einem Milliliter kol-loidaler Goldlésung gemischt und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Die ungebundenen Proteine wurden durch 15miniitige Zentrifugation bei 1600 g
entfernt. Der Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt, und der Niederschlag
wurde in 1000 pl 10 % Polyethylenglykol 20000 (PEG 20000) (Polyscience)
gelost. Jeder Losungsschritt benétigte 50 ul 10 % SDS und den Einsatz von
Ultraschall (Bandelin SONOREX Sper RK510II) iiber einige Minuten. Diese
Prozedur wurde dreimal wiederholt.
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Nach der letzten Zentrifugation wurde der Niederschlag in 50 pl 1 % PEG 20000
und 200 ul PBST-3 % BSA aufgelost. Die Uberstinde und die gelosten Nieder-
schlige wurden auf Lipaseaktivitit und Antigenaktivitit hin untersucht. Nur der
erste Uberstand zeigte Lipaseaktivitit und reprasentiert hiermit ungebundene
Proteine. Nach den iibrigen Zentrifugationsschritten konnte keine Enzymaktivitat
in den Uberstinden gefunden werden. Die gelosten Niederschlige zeigten hinge-
gen, wie erwartet, Lipaseaktivitit.

Beispiel 12:

Vergleich von Farbstoff-Priizipitationsassay fiir Lipase und Alkalische
Phosphatase

Prdzipitationsassay mit Lipase:

Substrat-Stocklosung: 50 mg Indolylacetat in 1 ml 100 % Dimethylformamid
(DMF); Stocklésung von Nitro-blue-Tetrazoliumchlorid (NBT); 50 mg NBT
gelost in 1 ml 70 % Dimethylformamid. Die Substratlosung wurde hergestellt
durch Mixen von 66 pl NBT-Stocklosung in 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer,
pH 6,5. Die Mischung wurde sofort verwendet.

Prdzipitationsassay mit Alkalischer Phosphatase:

Substrat-Stocklésung: 50 mg 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) gelost in
1 ml 100 % Dimethylformamid (DMF); NBT-Stocklosung: 50 mg NBT gelost in
1 ml 70 % Dimethylformamid (DMF). Die Substratlosung wurde hergestellt
durch Mixen von 33 pul Substrat-Stocklosung und 66 ul NBT-Stocklésung in

10 ml 0,1 M Substratpuffer (0,1 M TRIS, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCly, pH 8,5).
Die Mischung wurde sofort verwendet.

Jedenfalls kommt es bei hohen Konzentrationen durch die geringe Loslichkeit des
Lipase-Reaktionsproduktes zu einer besseren Auflésung (Abb. 5).

Die Lipase, die in diesem Fall verwendet wurde, war nicht optimal aufgereinigt.
Daher kann mit vorgereinigter und vorbehandelter Lipase ein besseres Detek-
tionslimit erzielt werden.



WO 95/10775 PCT/EP94/03379
-18 -

- Patentanspriiche -

1.  Enzym-markierte Probe oder Testsubstanz, dadurch gekennzeichnet, daB
das Enzym eine pflanzliche Lipase, ein entsprechendes Isoenzym oder ein
strukturelles Derivat mit einer Aminosaurehomologie von wenigstens 70 %
und Lipaseaktivitit ist.

2. Enzym-markieﬁe Probe bzw. Testsubstanz nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dafl das Lipaseaktivitit aufweisende Enzym aus Candida
rugosa DSM 2031 erhiltlich ist.

3. Enzym-markierte Probe oder Testsubstanz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daf die Lipase mit Biotin, Avidin, Lecithin, Protein A,
Protein G, Antikorper-bindenden Proteinen, Antikérpern, Antigenen, viralen
Proteinantigenen, Bakterienoberfldchenproteinen, Digoxygenin, DNS, RNS,
Oligonucleotiden oder synthetischen Analoga Metallkolloiden oder Kunst-
stoffmikropartikel (< 5 pm) konjugiert ist.

4,  Verwendung von pflanzlicher Lipase, deren Isoenzyme oder strukturelle
Analoga mit einer Aminosdurehomologie von wenigstens 70 % und
Lipaseaktivitit zur Her-stellung von analytischen Proben oder Test-
substanzen, wobei die Lipase mit bio-rekognitiven Gruppen konjugiert
eingesetzt wird.

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf} die Lipase aus
Candida rugosa DSM 2031 erhaltlich ist.

6. Verwendung nach Aﬂspruch 4 oder 5, zur Herstellung von Testsubstanzen
fiir Bio-assays, Teststreifen, Biosensoren oder Gensonden.
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Abb. 3
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