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LAKTOFERRIN ENTHALTENDES INKUBATIONSMEDIUM FUR FESTPHASEN-IMMUNOMETRISCHE VERFAHREN UND SEINE

VERWENDUNG

£s werden Inkubationsmedien fir festphasen-immuno-
metrische Tests beschrieben, die Laktoferrin enthalten.
Diese Inkubationsmedien haben den Vorteil gegeniiber den
bisher verwendeten Medien, daBl sie besonders auch im
Falle der Verwendung von erhitztem Probermaterial in
den Tests verfidlschte Ergebnisse bei der Bestimmung von
Antigenen -oder Antikorpern verhindern.
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Die Erfindung betrifft ein Lakioferrin enthaltendes Inkubationsmedium flir fesiphasen-immunometrische
Tests und die Verwendung dieses Mediums.

Flir festphasen-immunometrische Tests, beispielsweise ELISA, missen die erforderlichen Inkubations-
medien ("PufferlGsungen”, "Inkubationsmilieus") so zusammengesetzt sein, da8 die unspezifische Bindung
von Begleltsubstanzen der Probe an die Festphase verhindert wird. Daflr bekannte Zusétze sind Proteine
wie Albumin, Kasein, Gemische von Proteinen wie tierische Seren, hydrolysierte Gelatine oder deren
Derivate, sowie Tenside.

Mit soichen Zusdtzen versehene Inkubationsmedien kdnnen faische MeBwerte nicht verhindern, die
besonders beobachtet werden, wenn Proben erhitzt worden sind. Das Erhitzen ist zweckmi8ig, um die
Infektiositdt der Proben herabzusetzen, die beispielsweise durch HIV (humanes Immundeficiency Virus)
gegeben sein kann.

Es bestand daher die Aufgabe, ein Inkubationsmedium zu finden, bei dessen Verwendung durch
Erhitzen der Probe verursachte falsche Werie nicht aufireten.

Es wurde Uberraschenderweise gefunden, daB ein Inkubationsmedium, das Laktoferrin enth&lt, diese
Aufgabe 6st.

Gegenstand der Erfindung ist ein Inkubatlonsmedlum fiir festphasen-immunometrische Tests enthaltend

" Laktoferrin.

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung von Laktoferrin in einem Inkubationsmedium,
das bei einem festphasen-immunometrischen Test verwendet wird.

Ein Inkubationsmedium im Sinne der Erfindung ist die fliissige Phase eines festphasen- |mmunometn-
schen Test, in der die immunchemische Reaktion ablauft.

Laktoferrin wird in einer Konzentration von 0.05 bis 20 g/l zugegeben Bevorzugt wird eine Konzentra-
tion von 0.15-0.25, besonders 0.2 g/l.

Das Laktoferrin kann an sich bekannten Inkubationsmedien oder Pufferlosungen fUr festphasen-immu-
nomeirische-Tests zugesetzt werden. Eine davon ist beispielsweise in DE-A-27 448 36 auf Seite 24
beschriebene L&sung, die auBer Puffersubstanz 5 ¢/l Rinderserumalbumin, 5 'g/I Poiyoxiethylen-(20)-
sorbitanmonolaureat (F'Tween 20) in phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzitsung (PBS) enthiit.
Als weiteres Beispiel sei die in DE-A-31 15 115 auf Seite 10 beschriebene L&sung angefihrt, ein 0.2 mol/l

* NaH2PO«/Na HPO4-Puffer, pH 6.5, der 2 ¢/l Rinderserumalbumin und 200 mll normales Ziegenserum

enthalt. Eine bevorzugte Pufferldsung ist im Beispiel verwendet.

Ein solches Medium kann vorteilhaft ein an sich bekanntes Protein, vorzugsweise Kasein, und/oder ein
Hydrolyseprodukt von Gelatine oder hydrolysierte und chemisch behandelte Gelatine enthalten.

Das erfindungsgemé8 zu verwendende Laktoferrin ist erhdlifich aus Milch eines S3ugers, indem die
Milch entrahmt, die entrahmte Milch auf einen pH-Wert von 3.5 - 4.5 eingestelli, die entstandene
Proteinfdllung abgetrennt und aus dem Uberstand das Lakioferrin durch Chromatographie an einem
lonenaustauscher abgetrennt und isoliert wird.

Laktoferrin wird aus Milch, vorzugsweise aus Kuhmilch isoliert. In einem bevorzugten Verfahren zur
Gewinnung eines flir den erfindungsgem&Ben Zweck geeigneten Laktoferrins wird die Milch entfetiet, indemi
sie beispielsweise zentrifugiert wird. Von den sich bildenden zwei Phasen wird die obere abgetrennt und
verworfen. Die untere Phase wird mit einer S&ure auf pH 3.5-4.5 eingestelli. Dabei entsteht ein Prézipitat,
welches beispielsweise durch Zentrifugation sedimentiert wird und verworfen wird. Der Uberstand wird
durch Verdiinnen mit Wasser auf eine Leitfahigkeit von 6-7 mS/cm eingestelit. Dann wird gequollener und
mit einem Puffer von pH 4-5.5 und einer Leitfdhigkeit von vorzugsweise 6-7 mS/cm equilibrierter Kationen-
austauscher, beispielsweise CM-Zellulose oder SP-RSephadex, eingetragen. Die Suspension wird filtriert
und der Riickstand mehrmals mit demseiben Puffer gewaschen, dann darin suspendiert und in eine S3ule
gepackt. Es wird mit einem Gradienten von vorzugsweise 0-1 mol/l NaCl bei pH 6 eiuiert. Die Fraktion, die
im Bereich von 500-650 mmol/l NaCl als einheitlicher bei 280 nm gemessener Peak eluiert wird, enthdlt das
flir das Inkubationsmedium besonders geeignete Laktoferrin. Dieses Laktoferrin erscheint in einer SDS-
PAGE Elekirophorese als Bande mit einem Molekulargewicht von 80000£3000.

Bei Chromatographie an einem Anionenaustauscher, beispielsweise an DEAE- oder QAE-"Sephadex,
oder an DEAE-Zellulose wird der Uberstand aus der oben beschriebenen Fzllung bei pH 3.5-4.5 auf pH 6.5~
7.5 und eine Leitfdhigkeit von 6-8 mS/cm eingestellt und auf eine Sdule gefilllt mit dem lonenaustauscher
gegeben, der zuvor mit einem Puffer von pH 6.5-7.5 und einer Leitfdhigkeit von 6-8 mS/cm equilibriert
worden war. Das Laktoferrin erscheint dann im Durchlauf oder es wird als erster Peak bei Elution mit einem
NaCl-Gradienten eluiert.

Das Lakioferrin muB bei der Inkubation der Probe, bzw. des Analyten mit den an die Fesiphase
gebundenen Reaktanten vorhanden sein. Es kann der L&sung, die den Analyten enthélt oder auch der
L&sung, bzw. dem Puffer, mit dem der Analyt verdlinnt wird, zugesetzt werden. Es kann aber auch in
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geldster Form mit dem an die Festphase gebundenen Reaktanten in Kontakt gebracht und/oder auf die
Festphase getrocknet werden, bevor diese mit dem Analyten in Kontakt gebracht wird.

Als an Fesiphasen gebundene Reakianten kommen in frage die Komponenten eines bioaffinen
Bindungssystems, die einen solchen Analyten zu binden vermdgen. Im Falle eines immunologischen
Bindungssystems sind diese Reaktanten entweder Antigene oder AntikSrper. Festphasen-immunometrische
Tests kSnnen sowohi kompetitive, als auch zweiseiten-immunometrische (Sandwich) oder auch indirekie
Tests sein. Im letztgenannten Fall ist der Analyt ein AntikSrper, der Festphasenreaktant das entsprechende
Antigen, wobei die Menge des an die Festphase gebundenen Antikdrpers durch einen zweiten, markierten
AntikBrper bestimmt wird.

Das Testsystem kann ein Ein- oder Mehrschritiassay sein.

Das Lakioferrin verhindert die Bindung von solchen Bestandteilen der Probe, die nicht zu dem
jeweiligen bioaffinen Bindungssystem gehdren. Es vermeidet somit falsche Ergebnisse beim Nachweis und
bei der Bestimmung des Analyten.

Die folgenden Beispiele erfdutern die Erfindung und belegen die ZweckmaBigkeit des Laktoferrin als
Bestandteil des Inkubationsmediums. )

Die Beipiele sollen zeigen, da8 Laktoferrin in verschiedenen Inkubationsmedien in unterschiedlichen
Mengen eingesetzt brauchbar ist.

Beispiel 1

1. Isolierung von Lakioferrin

20 I Kuhmilch wurden 30 min bei 3400xg zentrifugiert, das Milchfett im Uberstand entfernt. Geringe
Anteile unldsiicher Bestandteile wurden als Sediment abgetrennt und ebenfails verworfen. '

Der pH-Wert der entfetteten Milch wurde durch Zugabe von Salzsdure auf pH 4.0 eingestelit. Das dabei
auftretende Proteinprézipitat wurde durch Zentrifugieren bei 3400xg entfernt. ’

Der Uberstand, der nach Einstellen von pH 5.0 mit Natronlauge eine Leitfahigkeit von 12 mS/cm bei
20°C hatte, wurde mit Wasser auf 7 mS/cm verdtnnt und dann mit 200 ml des gequollenen lonenaustau-
schers Carboxymethyiceliulose CM 32 der Fa. Whatmann versetzt und 4 h bei Raumiemperatur gerlihrt.
Der lonenaustauscher war vorher mit 50 mmol/l Natriumacetatpuffer, pH 5.0 equilibriert worden. Anschlie-
Bend wurde der lonenaustauscher liber eine Filternuische abfiltriert und in dem Natriumacetatpuffer
suspendiert und in eine Chromatographiesdule Uberflihrt. Die S&ule wurde anschiieBend mit 400 ml des
vorher beschriebenen Acetatpuffers gespiit. Die an den Kationenaustauscher gebundenen Proteine wurden
mit einer L8sung von 1 mol/l Natriumchlorid eluiert.

Das Eluat wurde mit 1 normaler Natronlauge auf pH 5.0 eingestellt und durch Dialyse in 50 mmol/ '
Natriumacetat, pH 5.0 tiberflihrt. Das Proteingemisch wurde anschiieend an 200 mi Carboxymethylcellulo-
se CM 32 rechromatographierf. Die Elution der Proteine erfolgte durch einen linearen Gradienten, der von
50 mmol/l Natriumacetat pH 5 bis 50 mmol/l Natriumacetat, pH 5 und 1 mol/l Natriumchlorid reichte.

Der 4. Peak des Elutionsdiagrammes, dessen Lsung eine Leitfdhigkeit von 18-20 mS/cm hatte, wurde
als eine Fraktion gesammelt, durch Ultrafiltrieren konzentriert und an ®Sepharose AcA 34 gelfiltriert, die mit
PBS enthaltend 0.5 g/l Natriumazid equilibriert war. Die 1.2 g Protein ausmachende Hauptkomponente der .
Gelfiftration enthielt das Laktoferrin.

2. Vergleich von Probenverdiinnungspuffer enthaltend Lakioferrin mit Probenverdinnungspuffer ohne Zu-
satz

Fur das festphasen-immunometrische Verfahren wurde das ELISA-Besteck Enzygnost®Anti HSV der
Behringwerke verwandi. Bei der Testdurchfiihrung wurde der in der Packungsbeilage beschriebenen
Arbeitsweise gefolgt, die wie foigt kurz dargestelt ist.

Die Proben wurden mit Probenverdiinnungspuffer (137 mmoli/i NaCi, 7.247 mmol/l NazHPQO:.2H,0 und
2.720 mmol/l KHa PO. mit den Zusétzen von 2.7 mmold KCl, 0.4 mmol/i MgClz, 3 mmol/l NaN3, 10 m¥/
foetalem Kilberserum und 40 mil ®Tween 20) ohne oder mit Zusatz von 0.2 g/l Laktoferrin im Verh&linis
1:25 anstait wie empfohlen 1:44 verdiinnt und mit in dem Napfchen einer Mikrotestplatte fixierten Antigenen
zur Inkubation gebracht, die nicht gebundenen AntikSrper ausgewaschen, ber eine KonjugatiSsung ein
Enzym an den- gebildeten AntikSrper/Antigen-Komplexen gebunden, die Uberschiissige Konjugatlosung
ausgewaschen, mittels einer chromogenen Substratiosung die Einfirbung Uber das Enzym bewirkt und
anschlieBend mit einer Stopp-Losung die Reaktion beendet. Die so hergestellten, in Abhéngigkeit vom
Gehalt der virusspezifischen Antikdrper eingefdrbten Proben wurden dann bewertet, indem ihre Extinktion
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(E) photomaetrisch bei 405 nm bestimmt wurde.

Jeweils ein Teil von 9 Probandenseren wurde 30 min auf 56°C erhitzt. Der andere Teil blieb
unbehandelt.

Es wurde gefunden, daB bei erhitzten Proben in Verdlinnungspuffer ohne Lakioferrin vor allem sehr
hohe Extinkiionen in den Kontroll-Ndpfchen gemessen wurden, aber auch erhShie Extinktionen in den
antigen-beschichteten. Dies flihrte zu 5 falsch-negativen Ergebnissen. Die Kontroll-N&pfchen sind mit der
Préaparation nicht virusinfizierter Zellen, die flir die Gewinnung der Viren verwendet werden, behandelt
("beschichtet”). Wenn die 9 erhitzien Proben unter Verwendung des Lakioferrin enthaltenden Verdlnnungs-
puffers getestet wurden, wurde kein falsch-negativer Wert gefunden. Die nicht erhitzten Proben wurden
unter Verwendung des laktoferrinfreien Verdlinnungspuffers gepriift. Die Ergebnisse dienten als Kontrolle
der Ergebnisse mit den erhitzten Seren.

Beispiel 2

Die Wirkung eines Zusatzes von Laktoferrin wurde in einem Einschriti-Sandwich-Test geprift.
Wenn in einem solchen Test flir HBsAg 7.5 g/l Lakioferrin zugegeben wurde, wurden alle von 14
nichterhitzten kritischen Proben richtig negativ gefunden, wihrend ohne Zusatz von Laktoferrin alle als
falsch positiv bestimmt worden waren.

Beispiel 3

Die Wirkung eines Zusaizes von Lakioferrin wurde in einem Dreischriti-Sandwich-Test zum Nachweis

- von Influenza A-Antigen gepriiff. Lakioferrin wurde im zweiten und dritten Schntt dieses festphasen-

immunochemischen Verfahrens eingesetzt.

Wenn in diesen beiden Schritten, bei denen zuerst ein gebrauchsverdinnies Antik&rpet/Biotin-Konjugat
und danach ein gebrauchsverdiinntes Streptavidin/POD-Konjugat, enthaltend Laktoferrin (mehr als 0,05 g/l),
inkubiert wurden, fieBen sich die unspezifischen Reaktionen beziiglich Background und Influenza B-
Fremdantigen um Uber 80 % senken. Stellvertretend ist hier ein ELISA-Ergebnis angefiihr, gemessen bei
450 nm:

Unspezifische Bindung ohne Laktoferrin = 2,892 E.
Unspezifische Bindung mit Lakioferrin = 0,231 E.

Patentanspriiche
1. Inkubationsmedium flir festphasen-immunometrische Tests enthaltend Laktoferrin.

2. Inkubationsmedium nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da das Laktoferrin in dem Konzen-
trationsbereich von 0.05.- 20 g/l vorliegt.

3. Inkubationsmedium nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet daB es Lakioferrin enthidlt, das
erhdlilich ist aus Milch eines Sdugers, indem
a) die Miich entrahmt,
b) die entrahmte Milch auf einen pH-Wert von 3.5 - 4.5 eingestell,
c) die bei (b) entstehende Proteinfillung abgetrennt
und .
d) aus dem bei (c) entstehenden Uberstand das Laktoferrin durch Chromatographie an einem
lonenaustauscher abgetrennt und isoliert wird.

4, Inkubationsmedium fir festphasen-immunometrische Tests enthaltend ein Puffersalz, Laktoferrin und
gegebenenfalls ein Protein und gegebenenfalls ein Tensid und gegebenenfalis ein Neutralsalz.

5. Inkubationsmedium flr fesiphasen-immunometrische Tests enthaltend ein Puffersalze, Laktofemn,
Rinderserumalbumin, ein Tensid und gegebenenfalls ein Neutralsaiz.

6. Inkubationsmedium fiir festphasen-immunometrische Tests enthaliend ein Puffersalz, Lakioferrin, ein
Hydrolyseprodukt von Gelatine oder hydrolysierte und chemisch behandelte oder chemisch behandelte
und hydrolysierte Gelatine und ein Tensid und gegebenenfalis ein Neutralsalz.
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7. Verwendung von Lactoferrin in einem fesiphasenimmunometrischen Test.
8. Verwendung eines Inkubationsmediums nach Anspruch 1 in festphasen-immunometrischen Tests zum

Nachweis und zur Bestimmung eines AntikGrpers in einer biologischen Fliissigkeit, die erhitzt worden
5 war.

9. Verwendung eines Inkubationsmediums nach Anspruch 1 in festphasen-immunometrischen Tests zum
Nachweis und zur Bestimmung eines Antigens in einer biologischen Fllissigkeit, die erhitzt worden war.

10 10. Verwendung eines Inkubationsmediums nach Anspruch 1 in festphasen-immunometrischen Tests zum
Nachweis und zur Bestimmung eines AntikSrpers oder eines Antigens in einer biologischen Fllissigkeit,
die aggregierte Bestandieile in geldster Form enthilt.
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