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(57) Zusammenfassung

Es wird ein Verfahren zur Gewinnung von einem hochspezifischen Pankreas-Elastase-1-Antikérper beschrieben, der so-
wohl mit Kdrperfliissigkeiten als auch mit Stuhl reagiert. Ein solcher Antikdrper ist durch Immunisieren mit einem Antigen er-
haltlich, das die Aminos#uresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg oder immunologisch wirksame Teilpeptide davon
aufweist. Ein Testkit, der solche Antikdrper enthilt, eignet sich zur Diagnose und zur Verlaufskontrolle der chronischen und der
akuten Pankreatitis sowie der Mucoviscidose in Kérperfliissigkeiten und/oder im Stuhl.
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Pankreas-Elastase-1-spezifischer Antikdrper, ein Verfahren
zu seiner Gewinnung und ein Testkit der solche Antikorper
enthdlt

Die Erfindung betrifft einen hochempfindlichen und
selektiven Anti-Elastase 1-Antikoérper, ein Verfahren zu
seiner Herstellung sowie einen hochempfindlichen diagno-
stischen Testkit der solche Antikérper enthalt.

Die entzilindlichen Erkrankungen der Bauchspeicheldrise
nehmen in Industrieléndern stdndig zu (R&sch W., Deutsches
Arzteblatt 84: C-397 - 398; 1987). Die Erkrankung verliuft
meist schubartig und kann schlieflich zum volligen Verlust
der Driise fithren. Dabei sind die akuten Schiibe an starken
Bauchschmerzen und Ubelkeit erkennbar, die Zwischenphasen
werden von den Patienten jedoch meist schmerzfrei erlebt. Sie
gehen lediglich mit uncharakteristischen Verdauungsbeschwer-
den einher, sodaR sie schwer zu erkennen sind. Daher ist bei

allen Verdauungsstérungen ein Verdacht auf eine chronische
Bauchspeicheldr&senerkrankung 2u beachten.

Zur Diagnose der Pankreatitis im Labor wird bislang
Ublicherweise die Konzentration der Serumamylase bestimmt.
Eine Erhéhung dieser Serumamylase ist jedoch auch bei anderen
intraabdominellen Entzindungen, wie z. B. bei einer Darmper-
foration, bei Mumps oder auch bei Nierenversagen vorhanden.
Dariliberhinaus kann auch ein Anstieg der Serumamylasekonzen-
tration nach der Gabe von Morphinen beobachtet werden. Eine
weitere Mdglichkeit in der Labordiagnostik besteht in der
Bestimmung des Verhaltnisses von Amylase zu Creatinin-
Clearance, das bei der akuten Pankreatitis ansteigt. Leider
normalisieren sich die bei der akuten Pankreatitis erhdéhten
Amylasewerte sehr rasch, soda® bereits 48 h nach Erkran-
Kungsbeginn bei einem Drittel der Patienten wieder Normal-
werte gefunden werden (Eckfeldr, J. A. et al., Arch. Pathol.
Lab. Med. 109, 316 - 319; 1985).
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Eine weitere Diagnosemdglichkeit besteht in der Bestim-
mung der Lipase. Sowohl die Bestimmung der Lipase als auch
der Amylase eignen sich jedoch nicht zur Erfassung der
chronischen Pankreatitis. Diese 1laB8t sich bislang nur unzu-
reichend durch die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des
Pankreasenzyms Chymotrypsin im Stuhl nachweisen. Der Nachteil
dieser Bestimmungsmethode liegt jedoch darin, da lediglich
ein geringer Teil des vom Pankreas ausgeschiitteten
Chymotrypsins im Stuhl nachweisbar ist, der dariiberhinaus
auch noch sehr starken Schwankungen unterworfen ist {Goldberg
et al., Gut 10, 477 - 483; 1969). Dies macht die Festlegung
von Normalwerten &uferst schwierig.

Aus A.Sziegoleit, Biochem. J. 219; 735-742; (1984) ist
es bekannt, daR die Pankreaselastase 1 (El), die auch Pro-
tease E genannt wird, ausschlieBlich im Pankreas gebildet
wird und mit dem Verdauungssaft in das Duodenum abgesondert
wird. Zur Uberwindung der zuvor geschilderten Nachteile ist
daher bereits versucht worden, die Elastase 1 im Stuhl 2zu
bestimmen, da die Konzentration dieses Enzyms im Stuhl die
exokrine Funktion der Bauchspeicheldriise wesentlich besser
darstellt als die Aktivit&t von Chymotrypsin (Sziegoleit A.
et al., Clin. Biochem. 22, 85 - 89; 1989).

Es hat sich aber auch gezeigt, daf sich die akute
Pankreatitis mittels der Bestimmung von El1 im Serum nachwei-
sen 1aBt (Sziegoleit A. et al., Clin. Biochem. 22, 79 - 83;
1989).

Es ist bislang angenommen worden, daB im Gegensatz zu
den lbrigen Enzymen, El1 wdhrend der Darmpassage nicht oder
nur unwesentlich abgebaut wird. Seine Konzentration im Stuhl
zeigt somit den Funktionsgrad des exokrinen Pankreas an.
Dariiberhinaus wird in akuten Erkrankungsphasen def Driise das
Enzym auch in die Blutbahn Uberfihrt.
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Zur Messung der Elastase 1 im Serum steht bereits ein
radio~immunologischer Test zur Verfligung. (Murata A. et al.,
Enzyme 30, 29 - 37; 1983, Elastase-1-RIA-Kit, Abbott
Diagnostic).

Eine solche radiologische (RIA) Bestimmung hat jedoch
den Nachteil, daB die radioaktiven Reagenzien nur eine
begrenzte Haltbarkeit aufweisen und daher laufend nachsyn-
thetisiert werden miissen. Dariliberhinaus muR das radioaktive
Material aufwendig entsorgt werden und die Messung von
radioaktiven Stoffen bendtigt besonders ausgebildetes Perso-
nal und eine spezielle Laborausristung. AuBerdem ist es mit
diesem Test nicht oder nur unzureichend mdglich, die Konzen-
tration von E1 im Stuhl zu bestimmen.

Die Erfindung hat daher zum Ziel, ein Testverfahren
bereitzustellen, mit dem die menschliche Elastase 1 sowohl
zur Diagnose der akuten als auch zur Diagnose der chronischen
Pankreatitis durchgefiihrt werden kann und das sowohl fir die
Bestimmung der Elastase 1 im Serum als auch im Stuhl ausrei-
chend empfindlich ist.

Dieses Ziel wird erfindungsgemiR mittels einem Anti-
korper erreicht, der gegen das Epitop mit der Aminosiure-
sequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-Ile-Arg gerichtet ist. Es
hat sich né@mlich Uberraschenderweise gezeigt, daB Antikérper,
die gegen dieses Epitop der Humanelastase 1 gerichtet sind,
besonders selektiv das Markerenzym erkennen und dabei andere
Antigene diskriminieren.

Die Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur
Herstellung von Anti-Elastase-Antikd&érpern auf an sich be-
Kannte Weise, das jedoch dadurch gekennzeichnet ist, da® man
als Antigen das zuvor definierte Epitop verwendet. Erfin-
dungsgemdf ist es auch méglich, Teile und Bruchstiicke dieses
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Epitops zur Immunisierung bzw. zur Herstellung von Antikor-
pern zu verwenden, solange diese eine Immunantwort auslosen.
Solche Fragmente sind sowohl auf synthetischem Wege als auch
durch chemischen und/oder biologischen Abbau der Elastase 1
erhdltlich. Im grfindingsgeméﬁen Verfahren hat es sich als
zweckmaRig erwiesen, das Peptid oder das Teilpeptid, ggf.
iber einen Spacer, an einen Tradger zu binden. Geeignete
Trager sind dem Fachmann bekannt und sind insbesondere
synthetische und natiirliche Membranteile, Polyzucker oder
Peptide bzw Proteine. Besoders bevorzugt sind wiederum
Albumine und Hémocyanine. Die zu verwendenten Spacer sind dem
Fachmann ebenfalls bekannt. Mit dem erfindungsgemdfen Epitop
bzw dessen Fragmenten ist es méglich sowohl selektive mono-
klonale als auch polyvklonale Antikdérper zu erhalten. Vor-
zugsweise werden paraffingdngige Antikdérper erhalten.

Antiseren, welche die erfindungsgemdfen Antikdrper
enthalten, werden dadurch gewonnen, daB man Versuchstiere mit
hochgereinigter menschlicher Elastase 1 oder mit den Frag-
menten dieses Enzyms immunisiert. Dabei werden Versuchstiere
wie Mause, Ratten, Kaninchen, Ziegen oder Pferde in an sich
bekannter Weise immunisiert und so Antiseren mit polyklonalen
Antikoérpern erhalten aus denen die erfindungsgemaBen Anti-
kérper auf ebenfalls bekannte Weise erhiltlich sind. Bevor-
zugte erfindungsgemdfe Antikoérper sind paraffingangig.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden mittels dem
erfindungsgemdBen Epitop in entsprechender Weise monoklonale
Antikdrper nach der Methode von G. KdOhler und C. Milstein,
(Nature 256, 495 - 497; 1975) gewonnen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein
monoklonaler Antikdrper, der spezifisch mit E1 bindefé&hig
ist. Ein solcher Antikdérper ist erh&ltlich, indem man Mause
oder Ratten mit hochgéreinigter El, bzw dem erfindungsgemdfR




WO 92/02630 PCT/DE91/00606

- 5 -
Zu verwendenten Epitop, immunisiert, B-Lymphozyten aus der
Milz der immunisierten Tiere mit Myelomzellen fusioniert, die
gebildeten Hybridomazellen kloniert, die Hybridomazellen, die
El bindungsfdhige Antikdérper sezernieren, isoliert, kloniert
und zichtet und den durch sie gebildeten monoklonalen Anti-
kérper gewinnt.

Besonders bevorzugt wird ein Zellinie verwendet, die
selbst Kein Immunoglobulin produziert.

Die erfindungsgemi® erh&ltlichen monoklonalen Antikérper
reagieren nicht mit anderen Substanzen, sondern sind fiir El
spezifisch. Die erfindungsgemafen monoklonalen Antikdrper
sind vorzugsweise paraffingangig.

Bevorzugte erfindungsgeméiRe Antikérper sind aus den
Hybridoma~Zellinien erhdltlich, die bei der European
Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), Vaccine Research
and Production Laboratory, Public Health and Laboratory
Service, Center for Applied Microbiology and Research, Porton
Down, GB-Salisbury, Wiltshire SP4 0JG, am 21. Dezember 1990
hinterlegt worden sind, und die die Anmeldenummern 90 121 90
6 und 90 121 90 7 erhalten haben. Beide aus diesen Zellinien
erhdltliche Antikérper sind paraffingangig.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung
des erfindungsgemifen El-spezifischen Antikérpers zur quali-
tativen und/oder quantitativen Bestimmung von El. Es ist
somit méglich, unter Verwendung des Antikdrpers die Elastase
1 spezifisch in KOrperfliilssigkeiten und im Stuhl nachzu-
weisen. Die Erfindung betrifft daher auch einen Testkit der
die erfindungsgeméfen Antikdrper enthdlt, und zwar insbeson-
dere immunologische Testkits zur Diagnose und zur Verlaufs-
kontrolle der chronischen Pankreatitis, der akuten Pankrea-
titis und der Mucoviscidose in Korperfliissigkeiten und/oder
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im Stuhl. ZweckmaRige Kérperfliissigkeiten sind dabei Blut,

Plasma und Serum.

Bei Versuchen zum Nachweis von El im Blut, Plasma, Serum
oder Stuhl wurden indirekte, kompetitive- und Sandwich-ELISA
eingesetzt. Es hat sich jedoch gezeigt, daBR ein Sandwich-
ELISA fiir die schnelle Diagnostik bei grofem Probenumfang am
geeignetesten ist, da dieser von anderen nicht kalkulierbaren
Serumfaktoren unabhingig ist. Hierfir sind mindestens zweil
verschiedene monoklonale Antikorper nétig, die gegen unter-

schiedliche Epitope des Enzyms gerichtet sind.

Mit solchen Tests lassen sich Enzymverschiebungen z. B.
im Serum oder Stuhl, insbesondere das Auftreten dieser
Verschiebungen bei Verdnderungen des Pankreas-Status, nach-

weisen.

Bestimmungsverfahren nach dem Prinzip des Immunoassays
sind weit verbreitet. Vorteil dieser Bestimmungsmethode ist
ihre Genauigkeit und Schnelligkeit (grofe Sicherheit und
Probendurchsatz) sowie die Méglichkeit, sehr geringe Sub-
stanzmengen nachweisen zu kénnen (im Nanogramm-Bereich). Zur
Durchfiihrung der Bestimmung sind verschiedene Verfahrensva-
rianten mdglich, sowohl mit homogenen als auch mit hetero-
genen Phasen. Bei der Ausfithrungsform mit heterogener Phase
wird einer der Rezeptoren an einen Trager gebunden. Beim
Sandwich-Verfahren wird beispielsweise ein erster Antikérper
als Rezeptor, bzw. als sog. Fanger oder Catcher an den Trager
gebunden, die Testldsung zugegeben, wobel das in der Test-
18sung zu bestimmende Antigen von den Rezeptoren aus der
Testiésung herausgefischt und gebunden wird. Anschliefend
wird ein zweiter, markierter Antikérper zugegeben, der
spezifisch mit dem Antigen oder Antigen-Rezeptorkomplex
reagiert. Mittels der Markierung des zweiten Antikdrpers Kkann
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dann mit Hilfe einer Eichlésung (isolierte, gereinigte
Human-Elastase 1) die Menge an Antigen bestimmt werden.

In einer weiteren bevorzugten erfindungsgemiRen Aus-
fihrungsform wird ein erster Antikdérper als Rezeptor an einer
Tragermatrix mit einer Membran-, Gewebs- oder Fliesstruktur
derart gebunden, daR er nicht wie liblicherweise den Boden der
Vertiefung einer Elisa-Immunoplatte darstellt, sondern in der
Matrix gebunden vorliegt. Bevorzugte Matrizes sind micro-
porése Flachmembranen oder Hohlfaser-Mebranen, die in einer
besonderen Ausfithrungsform mit Ionenaustauschergruppen ver-
sehen sind. Hierzu werden vorzugsweise solche micropordsen
Flachmembranen verwendet, wie sie z.B. von der Pall Corp.,
New Jersey, USA vertrieben werden. Die erfindungsgemidf zu
verwendenden Hohlfaser-Membranen sind ebenfalls im Handel
erhdltlich und werden z.B. von Sepracor Inc., Ma., USA ver-
trieben. Mittels solcher Trdgermaterialien ist es méglich
besonders schnelle und unkomplizierte Nachweisverfahren
bereitzustellen.

Flir dieses allgemeine Prinzip gibt es viele Variations-
méglichkeiten. So kann beispielsweise eine Bestimmung mit
drei Rezeptoren erfolgen, wobei einer der drei Rezeptoren in
heterogener Phase vorliegt und die anderen beiden Rezeptoren
16slich sind. Einer der beiden 16slichen Rezeptoren ist
markiert, wdhrend der andere unmarkiert ist. Der 1&sliche
Rezeptor ist dann gegen den nicht markierten Rezeptor ge-
richtet.

Die Verwendung der erfindungsgemifBen El1 spezifischen
Antikdrper zur selektiven quantitativen Bestimmung von E1l
nach dem Prinzip des Immunoassays erfolgt durch Inkubation
mit mindestens zwei verschiedenen Rezeptoren. Beide Rezep-
toren, z. B. monoklonale Antikdrper, miissen spezifisch fir E1
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sein, welches lber jeweils unterschiedliche Epitope (Bin-

dungsstellen) gebunden werden muf.

Einer der beiden Rezeptoren wird an eine Festphase
gebunden. Die Bindung an die Festphase erfolgt in iiblicher
Weise und ist dem Fachmann bekannt. Weiterhin wird mindestens
ein weiterer Rezeptor verwendet, der in 1dslicher Form
vorliegt.

Dieser weitere Rezeptor trdgt eine Markierung. Werden
mehrere weitere Rezeptoren R2 verwendet, so trdgt nur einer
von diesen eine Markierung. Die Markierung des Rezeptors
erfolgt in an sich lblicher Weise und ist dem Fachmann
bekannt.

Im erfindungsgemédfen Testkit erfolgt die Markierung in
an sich bekannter Weise, insbesonders durch eine radioaktive
Markierung, durch eine Bindung von Biotin (Biotin/Avidin),
durch ein eine mefbare Reaktion ausldsendes Enzym, bzw. durch
eine chemilumineszente oder fluoreszierende Verbindung.
Besonders bevorzugt ist die Markierung mit einem Enzym,
insbesondere mit Peroxidase oder Phosphatase. Die Markierung
mit einem Enzym erlaubt in einer besonderen Ausfithrungsform
auch, diesen Antikérper in einem zweiten
Enzymamplifikationssystem einzusetzen (Stanley, C. J., Paris,
F., Plumb, A., Webb, A. Johannsson, A. American Biotechnology
Laboratory: May/June; 1985; Self, C. H., J. Immunol. Meth.;
1985).

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform des
Verfahrens wird nun entweder ein unspezifisgh mit E1 binde-~
fadhiger Rezeptor oder bevorzugt ein spezifisch mit E1 binde-
fahiger Rezeptor an eine Festphase gebunden. Dieser an die
" Festphase gebundene Rezeptor wird anschliefend mit der
Loésung, die das -zu bestimmende El enthalten soll und einem
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Antikdrper inkubiert, der spezifisch mit E1 bindefadhig ist,

in einer 16slichen Form vorliegt und eine Markierung tragt.

Ist der an die Festphase gebundene Rezeptor ein
unspezifisch mit E1 bindefdhiger, so lagern sich an der
Festphase nicht nur E1, sondern auch andere Antigene an. Der
zwelte Antikérper, der spezifisch mit E1 bindefédhig ist,
lagert sich jedoch nur an El, sodaf® nur El-Molekiile spezi-
fisch einen markierten Antikdérper tragen, wihrend die anderen
Antigene nichp markiert werden. Auf diese Weise ist es nach
Trennung der festen von der flissigen Phase mdglich, iiber die
Messung der Markierung den Gehalt an El 2u bestimmen.

Wird an die Festphase ein an E1 spezifisch bindefihiger
erster Rezeptor fixiert, so wird an der Festphase gpezifisch
nur El gebunden. Bei der Inkubation mit dem 1éslichen, El1-
spezifischen zweiten Rezeptor bzw. Antikdérper reagiert auch
dieser ausschlieflich mit El1. Da somit praktisch keine
Bindung anderer Antigene an die Festphase erfolgt, ist dieses
Verfahren hoch spezifisch und erlaubt daher sehr genaue
Bestimmungen. Dabei wird an der Festphase selektiv E1 gebun-
den, andere Antigene bleiben in Lésung. Weiterhin lagert sich
an El1 der ldésliche, markierte, mit E1 bindefdhige Antikérper
an. Nach Trennung der festen von der flissigen Phase kann
wiederum {iber die Markierung der Gehalt an El sehr genau
bestimmt werden. In einer besonders bevorzugten Ausfihrungs-
form wird zur weiteren Erhéhung der Selektivitit ein dritter
Antikérper zugegeben, der gegen den zweiten Antikérper
gerichtet ist und der die Markierung tréagt.

Weitere, dem Fachmann bekannte Verfahrensvarianten mit
drei Rezeptoren sind ebenfalls unter Verwendung der spezi-
fisch mit E1 bindefahigen Antikérper mdglich und bediirfen
hier keiner weiteren Ausfithrungen.
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Von den fur die Durchfiihrung des erfindungsgemdfen
Verfahrens verwendeten Antikdrpern ist vorzugsweise zumindest
einer ein monoklonaler Antikdérper. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform werden nur monoklonale Antigérper als Rezep-

toren verwendet.

Der El-spezifisch-bindefdhige Antikdérper kann entweder
an die Festphase gebunden vorliegen oder aber als 1l&slicher,
markierter oder unmarkierter Rezeptor verwendet werden. Vor-
zugsweise ist dieser Rezeptor ein monoklonaler Antikoérper.
Besonders bevorzugt sind alle verwendeten Rezeptoren mono-
klonale Antikdérper

Das erfindungsgemdfe Verfahren, sowie der Testkit sind
besonders fir automatisierte Analysensyteme geeignet, insbe-
sonders fiir solche Systeme, die auf einem Biosensor basieren
und von der Chiptechnologie Gebrauch machen.

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele néaher

erlautert:
Beispiel 1

a) Herstellung monoklonaler Antikoérper mittels
hochgereinigter El:

Hochgereinigte menschliche El, deren Gewinnung aus mensch-
lichem Pankreas beschrieben ist (Sziegoleit A., Purification

and Characterization of a cholesterol binding protein £from
human pancreas. Biochem. J. 207:573-582;1982), wird in PBS
geldst und zu gleichen Teilen mit Freund's-Adjuvans gemischt.
Jeweils 100 pg dieses Gemisches werden in 6 bis 8 Wochen alte
Balb/c Miuse i.p. und s.c. injiziert. Diese Injektionen werden
zweimal im Abstand von 3 bis 4 Wochen wiederholt. Nach
obengenanntem Schema mit hochgereinigter E1 immunisierte Mduse
erhalten 3 Tage vor der Entnahme der Milz eine i.v. Injektion
von 100 pg hochgereinigter E1, welche in PBS geldst ist.

o
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Etwa 100 Mill. Zellen von der Milz einer immunisierten
Maus werden mit 50 Mill. Myelomazellen (x 63-5p8-653, eine
Zellinie, die kein Immunglobulin synthetisiert; zu beziehen bei
The sSalk Institute, Cell Distribution Center, San Diego ca
92112, USsA) in Gegenwart von Polyethylenglykol . (MG 3400)
fusioniert. Fusionierte Zellen werden auf 8 Platten, die
jeweils 24 Vertiefungen enthalten, ausgesdt. Jede dieser
Vertiefungen ~enthdlt 50 Mill. Milzzellen.\ﬁnimmunisierter
syngener Mduse in Nihrmedium, welches Hypoxantin,'Aminopterin
und Thymidin enthiilt. '

Die Antikdrper enthaltenden tberstéinde dieser fusionierten
Zellen (Hybridoma) werden 10 bis 14 Tage spiter mittels ELISA,
Westernblott, Gefrierschnitt, Paraffinschnitt bezliglich ihrer
Spezifitdt gegen hochgereinigte, menschliche E1 getestet.

Um monoklonale Antikdrper zu erhalten, die nur gegen E1
gerichtet sind, werden Hybridomazellen, deren tberstinde keine

gegen andere Antigene gerichteten Antikérper enthalten, zweimal
kloniert.

b) Herstellung monoklonaler Antikdérper mittels einem
immunogenen Peptid:

Es wird mittels einer Festphasensynthese nach Merrifielé
das Peptid mit der Aminoséduresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-

Asp-Ile-Arg hergestellt und wie zuvor beschrieben in 6 bis 8
Wochen alte Balb/c Miuse injiziert. Durch die zuvor

beschriebene Vorgehensweise werden monoklonale Antikdérper
erhalten, die gegen menschliche Elastase 1 sowohl aus Stuhl
als auch aus Serum hochspezifisch sind.
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Bestimmung von E1 in Plasma mit mononoklonalen

El-spezifischen Antikdrpern.

Beispiel 2

Es wird El im Plasma mit einem ELISA bestimmt. Hierzu
werden gemiB Beispiel 1 erhaltene monoklonale, El-spezifische
Antikdrper, in PBS, pH 7,2 geldst und, an Polystyrol als Trager
jmmobilisiert. Nach einem Waschschritt wird verdlinntes Plasma
‘oder Serum, welches E1 enth&dlt, dazugegeben. Das Plasma oder
Serum wird in einem Puffer der PBS, 5mmol EDTA und 0,2% Tween
20 enthdlt, verdiinnt.

Nach einem Waschschritt in PBS, 0,2% Tween 20, wird die an
den Antikdrper gebundene E1 mit einem polyklonalen Antikorper,
der auch E1 bindet und an den Phosphatase gekoppelt ist, der
geldést ist in PBS, das 0,2% Tween 20 enthdlt und einen pH von
7,2 hat, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt wird durch Zugabe von p-Nitrophenylphos-
phatdinatriumhexahydrat eine Anderung der optischen Dichte in
den ReaktionsgefdBen gemessen, in denen die monoklonalen
Antikoérper mit El1 reagiert haben. '

Bestimmung von E1 in Plasma mit zwei

verschiedenen El-spezifischen Antikdrpern

Beispiel 3

Ein monoklonaler Antikérper, der gegen El1 gerichtet ist,
wird, wie in Beispiel 2 beschrieben, an einen Trdger fixiert.
Nach einem Waschschritt wird Serum bzw. Plasma, das E1 enthdlt,
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mit dem monokonalen Antikdrper unter denselben Bedingungen wie
im Beispiel 2 inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wird
die Bindung von E1 durch einen zweiten erfindungsgeméfen El-
spezifischen monoklonalen Antikdrper detektiert. Dieser zweite
El-spezifische Antikdrper trdgt Peroxydase kovalent gebunden.
Nach einem Waschschritt wird nach Zugabe von ABTS als Substrat
fiir Peroxydase eine Anderung der optischen Dichte gemessen.

Beispiel 4

Es wird wie in Beispiel 3 beschrieben verfahren, jedoch
wird an den zweiten El-spezifischen Antikdrper statt eines
Enzyms Biotin gekoppelt. Vor Substratzugabe wird dann
Peroxidase-konjugiertes Avidin oder Peroxydase-konjugiertes
Streptavidin zugesetzt. Die so gewihlte Bestimmung wvon E1
erlaubt ganz spezifisch nur E1 zu bestimmen. Andere Antigene,
die in der Losung enthalten sind, stéren die erfindungsgemiBe
Bestimmung der El1 nicht. '
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PATENTANSPRUCHE

B

1. Verfahren zur Gewinnung von mono und/oder polyklonalen .
Anti-Elastase-1-Antikdérpern, die mit Elastase 1 in 4
Koérperfliissigkeiten und im Stuhl reagieren, durch
Immunisierung auf an sich bekannte Weise dadurch
gekennzeichnet, daB man ein Antigen ver-
wendet, das die Aminosduresequenz Thr-Met-Val-Ala-
Gly—Gly-Asp-Ile-Arg oder immunologisch wirksame Teil-

peptide davon aufweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn -

zeichnet, daR man ein synthetisches Teilpeptid
verwendet.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daR man ein Teilpeptid

verwendet, das iiber einen Spacer an einen Trdger gebun-
den ist. :

4, Verfahren nach Anspruch 3, dadurch geKkenn -
zeilichnet, daB man als Trager ein Peptid verwen-
det.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 oder 4, d adurch
gekennzeichnet, daB man als Tréger ein
Albumin oder ein Hamocyanin verwendet.

6. Hybridoma-Zellinie mit der Hinterlegungsnummer
ECACC 90 121 90 6.

LA

7. Hybridoma-Zellinie mit der Hinterlegungsnummer
ECACC 90 121 90 7.
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8. Anti-Elastase l1-Antikoérper, erhdltlich nach einem der
Verfahren der Anspriiche 1 bis 5.

9. Anti-Elastase 1-Antikdrper, erhdltlich aus den Hybridoma-
Zellinien mit den Hinterlegungsnummern ECACC 90 121 90 6
und ECACC 90 121 90 7.

10. Immunologischer Testkit, enthaltend zumindest einen
Antikdrper nach einem der Anspriche 8 oder 9.

11. Immunologischer Testkit nach Anspruch 10.zur Diagnose und
Verlaufskontrolle der chronischen Pankreatitis, der
akuten Pankreatitis und der Mucoviscidose in Korper-
flussigkeiten und/oder im Stuhl.
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