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v "Verfahren Zun Durchfﬁhrung von Enzym-Immuno-Assays"

.Anwendungsgeblet der Erflndung

Die Dr&lndung betrifft ein Verfahren zur Durchfuhrung von En-
zymFImmuno—Assays. Das Verfahren ist in der medizinischen
biagnostik anwendbar,

Charakteristik der bekannten technigchen ILdsungen

Der in den letzten Jahren entwickelte Enzym-Immuno-~Assay

(EIA) stellt eine Methode zum Nachweis von Antigenen oder An-

tikdrpern der, die in Empfindlichkeit und Spezifitidt dem Ra-

dio~Immuno-Assay vergleichbar ist (A. Voller, D. E. Bidwell,

Ann.Bartlett, Bull. World Health Organ. 53, 1979, S. 55 =~

65), ‘ o

Die Bestimmung eines Antigens wird im ETA in folgenden

Schritten durchgefiihrt:

1) Der dem Antigen entsprechende AntikSrper wird an einem
Priger (z. B. PVC, Polystyrol) fixiert.

2) Die zu untersuchende antigenhaltige Losung wird aufge-

bracht, bei der Inkubation reagiert das Antlgen mit dem

fixierten Antikorper.

3). Nach Entfernen der Lésung und Waschen wird ein Antikérper/
Enzym-Konjugat aufgebracht und’erneut inkubiert. Dabeil.

_ reagieren freie Antigen-Determinanten mit dem Konjugat.

" 4) Nach Entfernen des Konjugats und Waschen wird das Enzym in

an sich bekannter Weise bestimmi. Der erhaltene Wert ent-
. spricht der Antigenmenge in der untersuchten Losung.

Zur Hergtellung des Ant 1korper/Enzym-Konjugats werden Enzyme

hoher Reinheit bendtigt, z. B. Meerrettichperoxidase mit ca.

250 E/mg. Die Hochreinigung von Enzymen ist aufwendig und be-

dingt deren hohen Preis.
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| Ziel der Erflnaung .
Die.Erfindung hat das Ziel, den EIA okonomnscher zh gestal-
ten. .

Darlegung;des Wegeng der Erfindung
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, den EIA ohne den
Binsatz hochgereinigter Enzyme durchzufiihren.
Erfindungsgemdl werden anstelle von Antikorper/Enzym-Konjuga- ‘
ten Antikorper/Lektin-Konjugate eingesetzt, die im Anschluf
an die Inkubatlon in einem weiteren Schritt mit kohlenhydrat-
haltigen Enzymen umgesctzt werden. | .
 Als Lektine kommen alle gut zugdnglichen Lektine in Betracht.
. Besonderg glinstig ist der Einsatz des aung Canavalia ensifor-
mig gewlnnbaren Concanavalin A. Das Konjugat wird durch Unm-
~ setzung mit dem AntikOrper in einer Pufferlosung unter Zusatz
von Glutaraldehydldsung in an sich bekannter Weise gewonnen.
Nach der Inkubation mit dem Konjugat wird.gewaschen und mit
der LOsung einesg kohlenhydrathaltigen Enzyms (z. B. Meerret-
~ tichperoxidase) inkubiert und gewaschen. Anstelle eines koh-
lenhydrathaltigen Enzyms kOnnen auch Enzyme eingesetzt wer-
den, die vor der Umsetzung kohlenhydrathaltig gemacht oder an
Kohlenhydrat angereichert werden. Anschliefend erfolgt in Ub-
licher Weise die Bestimmung des Enzyms. :
Die erfindungsgemiBe Verfahrensweise hat den Vorteil, daB
auch Enzympriparate geringen Reinheitsgrades eingesetzt wer-
den konnen., Im Fall von Meerrettichperoxidase kPnnen Prépara-
te mit 25 - 32 E/mg verwendet werden. Demgegeniiber f&llt der
gusitzliche Verfahrensschritt (Inkubation mit der Enzymlo-
sung) praktisch nicht ins Gewicht. Das Verfahren ist in der
medizinischen Diagnostik auch fiir Routineuntersuchungen an-
wendbar, z. B. zur Untersuchung von Blutkonserven auf die An-
wesenheit von HBs-Antigen. '
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Aungfiihrungsbeispiel
Hergtellung des Kenjugates: : S L
Eine Immunglobulinfraktion des Antiserums und eine Concanava~-
lin A~ISsung werden 16 h gegen 0,1 M Phosphat-Puffer (ph 6,8)
dialysiert. 2u einer ISsung mit 4 mg Concanavalin A und 2 mg
Immunglobulin pro ml O,1 M Fhosphat-Puffer (pH 6,8) werden
nach Zusatz von 0,2 M Methyl-alpha-D-mannosid oder p-Nitro-
phenyl-alpha-D-mannosid 0,03 ml einer 1 %igen Glutaraldehyd-
- losung gegeben. Die Mischung wird 3 h bei Zimmertemperatur
‘gerithrt, Danach werden pro ml Reaktionsmischung 0,05 ml elner
2 M Glycin-Losung zugegeben und nochmals 2 h geriihrt. Im Ge-
gensatz zu der.von J. L. Guesdon und S. Avrameas (Ann.
Immunol. (Inst. Pasteur) 1980, 131 _C, 389 ~-.396) beschrisbe—
nen Methode erfolgt keine Dlalyse gegen PBS. ’

Versuchsanordnuhe:

PVC-Platten (Tablettenblister) mit halbkugelformlgen Vertie-
fungen werden mit Proteinantigenen wie folgt beladen:

0,1 ml einer Proteinldsung in Karbonat/Bikarbonat=-Puffer (pH.
9,6) (A. Voller, I. E. Bidwell, Ay.Bartlett: Bull. Wid. Hlth,
Org. 53, 1976, 55 - 65) werden pro Vertiefung aufgetragen und
die Platten 16 - 20.h bei 4°C aufbewahrt, AnschlieSend wird
nach A. Voller u. a, mit PBS/Tween 20 gewaschen. Dann bringt
man O,1 ml verschiedener Verdiinnungen des Konjugates in einer
0,2 M Losung von Methyl-alpha-D-mannosid oder von p-Nitro-
phenyl-alpha-D-mannosid in PBS/Pween 20 in die Vertiefungen.
Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 37°C wird wie o. 2. in
PBS /Tween 20 gewaschen. Danach werden je 0,1 ml Peroxidase~
Losung (AWD) in PBS/Tween 20 zugefiigt und nochmals 1 h beil
37°C inkubiert. Nach nochmaligem Waschen in PBS/Tween 20 er-
folgt der Nachwels der gebundenen Peroxidage mittels der .

- Parbreaktion mit H2 5. und o-Phenylendiamin (G. Wolters, L.

- Knijpers, S. Kacaki, A. Schmurs: J. clin., Path. 29, 1976,

873 - 879).

Anwendungsbeispiel: i o

PVC-Platten wurden mit Human-, Kaninchen- oder Schaf-Immun-
globulin-G (je 5 vn/ml) beladen., Zur Immunrveaktion wurde das
Konjugat in geometrlscher Reihe 1 : 30 bis 1 : 7680 verdinnt,
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Meerrettichperoxidase (Rohprodukt) (mindestens 32 E/ﬁg)ywurde
zu 20 mg/ml in 0,9 %iger NaCl-Losung geltst und fiir den Test
in einer Verdiinnung von 1 : 400 bis 1 : 800 benutzt., Kontroll-
untersuchungen wurden mit hochgereinigter Meerrettichperoxi-
dase (ca. 250 E/mg) in einer Verdiinnung von 10 bis 5 /ug/ml
durchgefihrt,

Resultate: : S - v
Mit Kaninchen-IgG wurde eine Parbreaktion bis zur Verdiinnung
1+ 960 des Konjugates‘erhalten. Mit Schaf-IgG war die Parb-
reaktion negativ. Mit Human-IgG wurde bis zur Verdinnung des
Konjugates 1 : 120 eine schwache Farbreaktion erhalten, die
auf eine Kreuzreaktion zwischen Human- und Kaninchen-IgG hin-
- weist. Die Anwendung eiher nur geringgradig gereihigten Per-
oxidase ergibt bei den beschriebenen Versuchsanordnungen
gleiche Empfindlichkelt und ebenso geringe Nebenreaktionen
wie der Einsatz eines hochgereinigten Préparates.



Erfindungsanspruch ~5- @ 253 05
1. Verfahren zur Durchfilhrung von Enzym-Immuno-Assays, da-

. durch gekennzeichnet, daB man anstelle von AntikOrper/En-
zym-Konjugaten Antikorper/Lektin-Konjugate benutzt und an-
schlieBend in einem weiteren Schritt mit einem kohlenhy-

. drathaltigen Enzym umsetzt.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichne’c daB die
Enzyme vor der Umsetzung kohlenhydrathaltig gemacht oder .

. an Kohlenhydrat angereichert . werden.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzelchnet dasB

- man als Lektin Concanavalin A und als kohlenhydrathaltiges
Enzym Meerrettichperoxidase verwendetb.
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