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37)Die Erfindung betrifft Verfahren und Mitte! zur Bestimmung einer Komponente aus einer Gruppe bestehend aus
pezifisch bindenden Rezeptoren und Substanzen, die von diesen Rezeptoren spezifisch gebunden werden koennen, durch
flessung der Aktivitaet von durch Inkubaticn daran gebundenen Enzymen, die dadurch gekennzeichnet sind, daB man

ine der Komponeitten nach Immobilisierung an einem wasserunlosslichen Traeger roit der jeweils anderen Kemponenie
~kubiert, anschiieBend nach ueblichem Waschen mit en Saccharid bindenden Enzymen inkubiert und die Enzymaktivitaet
estimmt. Als an Saccharid bindende Enzyme koennen solche mit Lectineigenschaften bzw. Lectine mit enzymatischer )
wktivitaet verwendet werden. )
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Titel der Erfindung:

Verfahren und Mittel zur Bestimmung

einer KomponenteAagg éiner Gruppe beste- ]

hend aus spezifisch bindenden Rezeptoren

und Substanzen, die von diesen Rezeptoren.

spezifisch gebunden werden kénnen
Anwendungsgebiet der Erfindung: -
Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur Bestim-
mung einer Komponente aus einer Gruppe bestehend aus spe-
zifisch bindenden Rezeptoren und Substanzen, die von
diesen Rezeptoren spezifisch gebunden werden kénnen,
insbesondere Verfahren und Mittel zur immunologischen
Bestimmung von Antikdrpern, Ant{genen und Haptenen
in Lésung iiber die vermittelnde Wirkung einer
enzymatischen Aktivitat.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen:
Fiir die bisher beschriebenen Enzymimmunoassays werden

Kupplungsprodukte aus einem Markerenzym und einem Anti-
kdrper bzw. einem Antigen benétigt (DAS 2.206.103). Mit

.Hilfe dieser Antikdrper-Enzym-Konjugate werden die iiber |

ein Immunosorbens gebundenen Antigene markiert. Die ge-
bundene Enzymaktivitdt ist ein MaB fiir die Menge an vor-

handenem Antigen. Fir Kompetitionsverfahren miissen z. B.
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Kupplungsprodukte hergestellt werden, die mit dem Antigen
der Probe um die Bindung an das Immunosorbens konkurrie-

ren. Hier verhdlt sich die gebundene Enzymaktivitdt um-
gekehrt proportional zur Menge an vorhandenem Antigen.

Die Notwendigkeit, Antikdrper- bzw. AntigenFEnzym-Konju—
gate herstellen zu miissen, beinhaltet eine Reihe wesent-
licher Nachteile: Durch die chemische Verknilipfung eines
Antikérpers (Antigens) mit einem Enzym'wird der Anti-
kérper (Antigen) in seinem Bihdungsverhalten gestort,

d. h. die Bindungsaffinitdt nimmt ab; durch die
chemische Verkniipfung eines Enzyms mit einem Anti-
kérper ‘(Antigen) wird die enzymatische Aktivitat
wesentlich vermindert; die Stabilitdt der Konjugate

ist geringer als die Stabilitdt der Einzelsubstanzen;
die Konjugate Stellen sehr heterogene Verbindungen

mit breitem Molekulargewichtsspektrum dar, wodurch

eine reproduzierbare Herstellung auBerordentlich er-
schwert wird; die enzymatische Aktivitdt wird mit den
an eine feste Phase gebundenen Konjugaten bestimmt,
wobei die Diffusion von Substraten und Produkten

den enzymatischen Umsatz beeinflusft.

Ziel der Erfindung:

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,

. Verfahren und Mittel zur Bestimmung von Antikérpern, Anti~

genen und Haptenen zur Verfiigung zu stellen, mit denen

" die geschilderten Nachteile vermieden werden kénnen.

Erfindungsgemds wurde diese Aufgabe dadurch geldést, daB
man anstelle eines Kupplungsprodukts aus einem Marker-
enzym und einem Antikdrper bzw. Antigen ein Enzym bzw.
ein enzymatisch aktives Lectin verwendet, das neben
der Substratbindungsstelle weitere Bindungsstellen fiir
den Aptikérper bzw. das Antigen besitzt. .
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Darlegung des Wesens der Erfindung:
Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestim-

mung einer Komponente aus einer -Gruppe bestehend aus
spezifisch bindenden Rezeptoren und Substanzen, die von
diesen Rezeptorén spezifisch gebunden werden koénnen,
durch Messung der Aktivitdt von durch Inkubation daran
gebundenen Ehzymen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB
man eine ‘der Komponentén nach Immobilisierung an

einem wasserunldslichen Triger mit der jeweils anderen
Komponente iﬁkubiert, anschlieBend nach iiblichem Waschen
mit an Saccharid bindenden Enzymen inkubiert und die
Enzymaktivitdt bestimmt.

" Als immobilisierte Komponente kann eine modifizierte

Komponente verwendet werden, deren Saccharidgruppie-
rung chemisch oder enzymatisch so verdndert ist, das

sie keine an -Saccharid bindenden Enzyme mehr bindet.

In einer Variante des Verfahrens kann man eine an einem
wasserunléslichen Trdger immobilisierte Komponente

gleichzeitig oder nacheinander nit der jeweils anderen

_Komponente und einem Kupplungsprodukt aus der jeweils

anderen Komponente und einem Saccharid-haltigen Mole-
kiil inkubieren. In einer weiteren Variante kann man
eine an einem wasserunl&slichen Tréger>immobilisierte
Komponente mit der jeweils andéfen, zu bestimmenden

Komponente inkubieren und anschlieBend nach iiblichem

'Waschen mit einer weiteren Saccharid-haltigen, an die

zu bestimmende Komponhente bindenden Komponente inku-

bieren.

Ferner betrifft die Erfinduhg ein Mittel zur Durchfiih-
rung dieses Verfahrens, enthaltendAeineh wasserunlés-
lichen Triger, an den eine der Komponenten oder ein
Komplex aus den Komponenten, wovon eine'der'Komponenten

aus einem Kupplungsprodukt mit einem Saccharid be-
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steht, gebunden ist - gegebenenfalls ein Kupplungsprodukt .

aus einer der Komponenten und einem Saccharid-haltigen

. Molekiil - ein an Saccharid bindendes Enzym und Sub-

strate zur Bestimmung der Enzymaktivitdt.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, daB das erfin-
dungsgemife Verfahren exakter und schneller arbeitet

als die herkémmlichen Enzymlmmunoassays Es kann auf

die Herstellung von AntikSrper- bzw. Antlgen Enzym-

Konjugaten verzichtet werden, wodurch eine Stdrung der
immunologischen Reaktion ausgeschaltet wird; das Enzym
mu8 nicht modifiziert werden und kann daher bis zu
seiner Verwendung in einer fiir das Enzym bevorzugten
Form gelagert werden; die Reagen21en kdnnen reprodu21er—
bar und standardisierbar hergestellt werden; .
da das Enzym durch das Substrat wieder aus der Binduné
mit dem AntikoOrper (Antigen) abgeldst wird, verléuft
die enzymatische Reaktion in L&ésung und nicht auf der
R8hrchenoberfliche; die Bindung -des Enzyms an Anti-
kérper verlauft auBerordentlich schnell (bereits nach

15 - 60 Minuten kann die Inkubation abgebrochen werden);

die fiir ein Kompetitionsverfahren herzustellenden Anti-.
gen~Saccharid—Konjugate haben eine gegeniiber Anti-
gen-Enzym-Konjugaten wesentlich hohere Haltbarkeit, auBer-
dem wird das Antigen durch den Einbau von Zuckerresten

_ nur unwesentlich modifiziert.

Mit dem erfindungsgemédfen Verfahren konnen prinzipiell
alle organischen Substanzen, zu denen ein Bindungspartner

existiert, quantitativ bestimmt werden. Die'bevorzugte

Ausfuhrung gestaltet sich besonders eln ach wenn die

zu bestimmende Substanz in ihrem molekuiaren Aufbau
Saccharidgruppierungen aufweist, die von einem mit
Saccharid reagierenden Enzym bzwii.einem Lectin mit
enzymatischer Aktivit&t erkannt und gebunden werden
kénnen. Dies ist bei Antikérpern, bel elner Vielzahl von

Antlgenﬂﬂ und bel einigen Haptenen der Fall.
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Zur Durchfiihrung des erfindungsgemdfen Verfahrens wird
die Probeldsung, die die zu bestimmende Substanz ent-
hdlt, mit dem an einem w§§serunléslichen Trdger immo-
bilisierten Bindungspartner, der oder an den die zu be-
stimmende Substanz spezifisch bindet, inkubiert. wWih-
rend der Inkubation‘bindet eine der Konzentration der
Substanz entsprechende Menge iiber ihren Bindungspartner
an das Trdgermaterial. Nach dem Entfernen der Probe-
16sung wird das Tridgermaterial gewaschen, um un-
spezifisch anhaftende Substanzen zu entfernen. An-
schlieBend wird dieses Tridgermaterial mit einem mit
einef Saccharidgruppierung reagierenden Enzym fir v
eine kurze Zeit in Kontakt gebracht, wobei das EnZym
an die zu bestimmende Substanz gebunden wird. Nach dem
Auswaschen von nicht gebundenem Enzym wird dem Trager-
material eine L&sung mit einem Enzymsubstrat zugesetzt.
Die Enzymaktivit&t kann dann photometrisch gemessen

werden und ist direkt ein Maf flir die Menge der zu
bestimmenden Substanz in der Probelésung.

Dieses einfache Verfahren 148t sich bei Verwendung von
immobilisierten Antikdrpern oder sonstigen Rezeptoren

‘'zur Bestimmung von Saccharid-haltigen Antigenen und

Haptenen oder bei immobilisierten Antigenen oder Haptenen
zur Bestimmung ihrer entsprechenden AntikOrper oder
Saccharid-haltigen Rezeptoren verwenden. '

Weist auch der am wasserunléslichén_Tréger immobili-
sierte Bindungspartner Saccha;idgruppierungen auf, die
vom ‘eingesetzten Enzym erkannt5werden'kéhnen,,so kénnen

‘diese, . falls erforderlich,ﬁéweckméﬁigerweise vor dem

Immobilisieren chemisch'bﬁér enzymatisch abgebaut

. werden.
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Weist die zu bestimmende Substanz keine geeignete
Saccharidstruktur auf, die dié'Bindung eines mit Saccharid
reagierenden Enzyms erméglicht, so kann als zusdtzliches
Reagenz eine bekannte Menge der zu bestimmenden Substanz
verwendet werden, die jedoch chemisch oder enzymatiséh
mit einem geeigneten Saccharid verkniipft worden ist und
durch diese Markierung von dem betreffenden Enzym er-
kannt werden kann. Da man dieses Konjugat in der obigen
Weise bestimmen kann, ist es leicht mdglich, die zu
bestimmende Substanz durch ein_Kompetitionsver-
fahren quantitativ zu bestimmen. Man kann dabei so vor-
gehen, daB man die zu bestimmende Substanz aus der Probe
und die markierte Substanz gleichzeitig oder mit einer
zeitlichen Verzégerung mit einer limitierten Menge des
am wasserunldslichen Triger immobilisierten Bindungs—
partners inkubiert. Dabei konkurrieren-die zu be- -

. stimmende Substanz und die markierte Substanz um die

Bindung an dem gemeinsamen Bindungspartner. Liegt die
zu bestimmende Substanz in einer hohen Konzentration
vor, so wird nur wenig der markierten Substanz an das
Trégermaterial binden, d. h. die nach der Inkubation -
mit dem saccharidbindenden Enzym am Trégermaterial

‘anhaftende Enzymaktivit&dt ist bei diesem Verfahren

umgekehrt proportional zur Konzentration der zu be-
stimmenden Substanz in der Prdbelﬁsung; '

" Eine Variante dieses Verfahrens besteht darin, daB man

den Bindungspartner fiir die zu bestimmende Substanz am
wasserunldslichen Tréger immobilisiert und ihn dann mit
einem Uberschuf an markierter Substanz inkubiert. Hier-
durch sdttigt man den Bindungspartner mit der markierten
Substanz ab,,d.‘h. am Trdgermaterial liegen jetzt pré-
formierte Komplexe aus dem Bindungspartner und der mar-
kierten Substanz vor. Der Test bésteht dann 1ediglich in
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der Inkubation dieses Trédgermaterials mit der Probeldsung.

Je nach der Konzentration der zu bestimmenden Substanz

- wird die markierte Substanz wieder aus dem Komplex ver-

dréangt und der Nachweis kann dann iber die Bindung des
saccharidbindenden Enzyms erfolgen.

Die Markierung von Haptenen und Antigenen mit einem
geeigneten Saccharid kann durch direkte chemische oder
enzymatische Kupplung erfolgen. Andererseits kann die
zu bestimmende Substanz aber auch an Mdlekﬁle gekuppelt
werden, die in ihrer Molekiilstruktur u.a. die geeig-
nete Sacchariagruppieruné aufweisen. Solche Molekiile
kénnen ein Molekulargewicht von einigen 100 bis zu

1 Million oder mehr aufweisen; vorzugsweise liegt das
Molekulargewicht unter 600 000, insbeéondere unter

300 000. Solche Molekiile sind Glycoproteine, Poly-
saccharide, glycosylierte Proteine oder kleinere Mole-
kile, die neben der geeigneten Saccharidgruppierung
noch Gruppen flir die Kupplung der zu bestimmenden Sub-
stanz aufweisen. Die aus der Kupplung resultierenden
Konjugate konkurrieren dann wie oben beschrieben um die:
Bindung an den immobilisierten Bindungspartner. Der
weitere Testverlauf entspricht dann dem beim Kompetitions-
verfahren beschriebenen.

- -

Eine weitere erfindungsgemdBfe Mdglichkeit zﬁr Bestimmung
von Substanzen, die keine geeigneté Saccharidstruktur
aufweisen, besteht in der Verwendung eines zusitzlichen
16slichen Bindungspartners. Hierbei wird die Probe mit
der zu bestimmenden Substanz mit dem immobilisierten

'Bindungspartner inkubiert, wobéi ein der Konzentration

der Substanz entsprechender Anteil iiber den Bindungs-
partner an den Triger bindet. Nach dem Auswaschen der
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Probeldsung wird der 16sliche Bindungspartner zugesetzt.
Dieser 16sliche Bindungspartner kann dem immobilisierten
Bindungspartner entsprechen oder eine andere Zusammen-
setzung aufweisen. Entscheidend ist nur, daB er eine
geeignete Saccharidgruppierung aufweist und mit aus-
reichender Affinitit an die iiber den immobilisierten
Bindungspartner am Trégermatefial geﬁundene Substanz
bindet. Die Bindung des 18slichen Bindungspartners kann
dann wieder durch ein saccharidbindendes_Enzym in
bekannter Weise bestimmt werden. Die am Trigermaterial
anhaftende Aktivitidt ist proéortional zur Konzentration

der zu bestimmenden Substanz.

Die Voraussetzung fiir die oben beschriebene Verfahrens-
variante besteht darin, das die.zu bestimmende Substanz
mehrere Bindungsstellen aufweist, damit sowohl der immo-

bilisierte als auch der 18sliche Bindungspartner binden

- kbnnen. Weist die zu bestimmende Substanz jedoch nur
‘eine Bindungsstelle auf, so ist es mdglich, mehrere

Molekiile dieser Substanz chemisch an ein Trdgermolekiil
zu binden, so daB Konjugate entstehen, die mehrere
Bindungspartner binden kénnen. In diesem Fall mu8 dann

zuerst ein Kompetitionsverfahren durchgefiihrt werden,

d. h. das Konjugat und die zu bestimmende Substanz kon-
kurrieren um die Bindung an deh/immobilisierten Bindungs-
partner. Die Menge an gebundenem Konjugat hdngt von der
Konzentratioh der zu bestimmenden Substanz in der Probe-
16sung ab.fAn das gebundene Konjugat kann dann der 106s-
liche Bindungspartner binden, der dann wiederum fiir die
Bindung des saccharidbindenden. Enzyms zur Verfiigung

steht. Die am Triger anhaftende Enzymaktivitdt ist um-
gekehrt proportional zur Konzentration der zu bestimmenden
Substaﬁz in der Probe.
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Zur Durchfiihrung des erfindungsgemidBen Verfahrens sind

Enzyme mit Lectineigenschaften bzw. Lectine mit enzyma-

 tischer Aktivité&t geeignet, die mit Sacchariden reagieren,

vorzugsweise Galactoseoxidase, Galactosidase und/oder
Mannosidase. Als besonders geeignet hat sich Galactose-

oxidase aus Dactylum dendroides erwiesen.

Als wasserunldsliche Triger werden vorzugsweise Kunst-

stoffgefiBe verwendet, insbesondere Testrdhrchen aus

Polystyrol oder Polypropylen.

Eine Bestimmung von Antigenen wird im einfachsten Fall
so durchgefithrt, daB zundchst PolystyrolrShrchen mit
Antikdrpern beschichtet werden. Die Beschichtung er-
folgt ca. 3 bis 24 Stunden 1ang-bei'Raumtemperatur
in einem geeigneten Puffer, z. B. Boratpuffer, Phos-
phatpuffer, Carbonatpuffer oder Tris-Puffer in einer
Konzentration von 0,01 - 0,5 Mol/l und bei pH-Werten
von 7 - 10, vorzugsweise in einem 0,1 M Boratpuffer-
vom pH-Wert 8,4. Danach werden die RShrchen entleert
und mit einem detergenzhaltigen Puffer gewaschen.
Vorzdgsweise wird dazu ein Phosphatpuffer verwendet,
der etwa 0,01 bis 0,1 % eines oder mehrerer Deter-
genzien wie Polyoxydthylensorbitanmonooleat, Poly-
oxydthylendther héherer Alkoholé usw. enthdlt.

Die mit Antikérper beschichteten Réhrchen werden dann
mit den zu bestimmenden Antigenen inkubiert. Diese In-
kubation erfolgt ca. 2 bis 24 Stunden lang bei Raum-
temperatur in den genannten Puffern, vorzugsweise in
einem 0,05 bis 0,2'M Phosphatpuffer vom pH-Wert 7,5
dem etwa 0,5 - 2 % Ovalbumin oder ein anderes Protein
zugesetzt werden. Anschlieéend werden die Réhrchen
wieder entleert und mit einem detergenzhaltigen Puffer

gewaschen.
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Die anschlieBénde'Inkubation.mit einem Enzym, das Lectin-
eigenschaften hat oder mit einem Lectin mit enzymatischer
Aktivitédt, erfolgt in einem 0,05 bis 0,2 M Phosphatpuffer,
vorzugsweise in einem 0,1 M Kaliumphosphatpuffer vom
pH-Wert 7,2. Als an Saccharid bindende Enzyme mit Lectin-
eigenschaften eignen sich vor allem dalactoseoxidase,
Galactosidase und Mannosidase, als Lectine mit enzyma-
tischer Aktivitdt werden Phytohdmagglutinine aus Lima-
bohne oder Mungobohne bevorzugt (J.Biol.Chem. 253, 7791
(1978)). Nach 15 - 60 Minuten werden die RShrchen wieder
entleert und mit dem oben beéchriebenen detergenzhal-
tigen Puffer gewaschen.

Bei Verwendung von Galactoseoxidase als Enzym erfolgt
die Nachweisreaktion mit Galactose als/Substfat. Die
R6hrchen werden mit einer Reaktionsl&sung.versetzt,
die z. B. in einem 0,1 M Phosphatpuffer Galactose,

" Phenol, Aminoantipyrin und Peroxidase enth&lt. Nach etwa

- einer Stunde wird die Extinktion der L&sung bei 492 nm

gemessen. Es koénnen auch andere Reaktionslésungen‘zur
Wasserstoffperoxidbestimmung eingesetzt werden, wie z. B.
ein 0,2 M Phosphatpuffer, der Galactose, Kaliumjodid,
Ammoniummolybdat und Athylendinitrilotetraessigsiure
enthdlt. Die entstehende Firbung wird dann bei 350 nm

gemessen.

Ausfithrungsbeispieles

Beispiel 1.
Bestimmung von anti-BSA Antikdrpern

a) Herstellung von BSA-beschichteten RShrchen

. : . L V (
Polystyrolrdhrchen wurden adsorptiv mit Rinder-
serumalbumin (BSA) beschichtet. Hierfiir wurden

dieRShrchen mit 1 ml einer L&sung von 10 pg BSA
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pro ml 0,1 M Boratpuffer (pH 8,4) gefiillt und 20
Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach
wurden die Rohrchen entleert und zweimal mit einem
Phosphatpuffer gewaschen, der 0,05 % Polyoxyathylen-

sorbitanmonooleat enthielt.
Inkubation mit anti-BSA

Eine Lésung von anti-BSA (IgG aus Kaninchen) wurde
durch Zusatz von 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5) (mit
1 % Ovalbumin) auf Konzentrationen von 1 bis

10 000 ng I1gG/ml verdinnt. Jeweils 1 ml dieser LO-
sungen wurden in die mit BSA beschichteten Réhrchen
gegeben und 18 Stunden bei. Raumtemperatur stehenge-
lassen. Danach wurden die Rohrchen entleert und
zweimal mit detergenzhaltigem Phosphatpuffer

gewaschen.
Inkubation mit Galactoseoxidase

450 Einheiten Galactoseoxidase wurden in 2 ml 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,2) gelést und vor Ge-
brauch mit dem gleichen Puffer 1 : 30 verdiinnt. Je--
weils 1 ml dieser L&sung qude den R&hrchen zuge-
setzt. Nach 15 - 60 Minuten wurden die R8hrchen
entleert und einmal mit detergenzhaltigem Phosphat-

- puffer gewaschen.

Nachweisreaktion

Die Réhrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionslésung
folgender Zusammensetzung versetztf 100 ml einer
LOosung von 2,35 g Phehol und ‘50 g Galactose pro
Liter 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,3) wurden
mit 1 ml einer'Lasﬁng von 0,2 M Aminoanti-

pyrin versetzt. Hierzu wurden 5 ml einer Lésung
von 1 mg/ml Peroxidase gegebeh. Nach 60 Minuten
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‘wurde die Extinktion der Ldsung bei 492 nm im
Photometer gemessen. Wie die nachstehende Tabelle
zeigt, korreliert die Extinktion mit der Menge an

zugesetzﬁen Antikérpern gegen'BSA.'

Menge an anti-BSA Extinktion bei 492 nm
[ng/ml] [OD] .
0,012
1 | 0,035
10 ‘ 0,063
100 ' ' 0,080
1000 0,122
- 10000 0,268
Beispiel 2

Bestimmung von Antigenen, die Zuckerreste enthalten:
human-IgG (h-IgG)

a) Beschichtung von R&hrchen mit Antikérpern gegen

h-IgG aus Schaf (a-h-IgG)

PolystyrolrShrchen wurden adsorptiv mit Anti-
kérpern gegen h-IgG (a-h-IgG) beschichtet. Hier-
fiir warden die RShrchen mit 1 ml einer Lésung von
10'/ug a-h-1gG proml 0,1 M Boratpuffef (pH 8,4)
gefiillt und 20 Stunden bei Raumtemperatur stehen-
~gelassen. Danach wurden die Réhrchen entleert und
zweimal mit detergenzhaltigem Phosphatpuffer
gewaschen.

b) Inkubation mit h-IgG
Eine Losung von h-IgG Wupde durch Zusatz von 0,1 M

Phosphatpuffer (mit 1% Ovalbumin) auf Konzentra-

ticnen von 1 - 10 ng/ml verdinnt. Jeweils 1 ml
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'dieser Lsungen wurde in die mit a-h-~I1gG beschich¥
teten RBhrchen gegeben und 18 Stunden bei Raum-
temperatur stehengelassen. Danach wurden die Réhr-
chen entleert und zweimal mit detergenzhaltigem
Phosphatpuffer gewaschen.

Inkubation mit Galactpseoxidase

450 Einheiten Galactoseoxidase wurden in 2 ml 0,1 M
Kaliumphosphatpufferj(pH 7,2) geldst und vor Ge-
4brauch'mit dem gleichen Puffer 1 : 50 verdiinnt.
Jeweils 1 ml dieser Ldsung wurde den R8hrchen zu-
gesetzt. Nach 15 - 60 Minuten wurden die Rohrchen
entleert und und einmal mit detergenzhaltigem
Phosphatpuffer'gewaschen.v

Nachweisreaktion

Die R6hrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionsl&sung:
analog Beispiel 1 d versetzt. Nach 60 Minuten wurde
die Extinktion der L&sung bei 492 nm gegen den Null-
wert im Photometer gemeséen; Die Extinktion korre--
liert mit der Menge an zugesetztem h-I1gG, wie die
nachsteliende Tabelle zeigt.
Menge an h-1gG | Extinktion bei 492 nm
[pg/ml] [op]

0,213
0,220
0,225
0,232
0,236
0,242
10 _ 0,271

® N BN O
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Beispiel 3

Bestimmung von Antigenen nach Markierung mit Zucker-

resten: Mit Melibiose markiertes Rinderserumalbumin
(BSA-Melibiose)

a)

b)

- ¢)

Beschichtung von R6hrchen mit Antikdrpern gegen
BSA aus Kaninchen (a-BSA)

Polystyrolrdhrchen wurden adsorptiv mit Antikdrpern
gegen BSA (&-BSA) beschichtet. Hierfiir wurden die

Réhrchen mit 1 ml einer L&sung von 10 /ug a-BSA

pro ml Boratpuffer (pH 8,4) gefiillt und 20 Stunden

" bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurden

die ROhrchen entleert und zweimal mit detergenz-
haltigem Phosphatpuffer gewaschen. )

Herstellung von BSA-Melibiose-Konjugaten

68 mg BSA, 100 mg Melibiose und 10 mg Natriumcjano—
borhydrid wurden in 5 ml 0,2 M Kaliumphosphatpuffer
(pH 8,0) geldst und bei 37°c 48 stunden stehénge-
lassen. Die L&sung wurde zur Abtrennung der iiber-
schiissigen Melibiose iiber gephadex G-25 in 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) chromatographiert.

Inkubation mit BSA-Melibiose

- Eine LO6sung von BSA-Melibiose wurde durch Zusatz

von Phosphatpuffer (mit 1 % Oﬁalbumin) auf Konzen-
trationen von 0,1 - 10 ng/ml verdiinnt. Jeweils
1 ml dieser Lésungen wurde in die mit a-BSA be-

- schichteten RShrchen gegeben und 18 Stunden bei

Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurden die
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'RShrchen entleert und zweimal mit detergenzhalti-

gem Phosphatpuffer gewaschen.

Die Inkubation mit Galactoseoxidase erfolgte ana-

log Beispiel 2 c. °
Nachweisreaktion
Die R6hrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionslésung

analog Beispiel 1 4 versetzt. Nach 60 Minuten wurde
die Extinktion der LOsung bei 492 nm gegen den

“Nullwert im Photometer gemessen. Die Extinktion

korreliert mit der Menge an zugesetztem BSA-
Melibiose-~Konjugat, wie die nachstehende Tabelle

zeigt.
Menge an BSA-Melibiose | Extinktion bei 492 nm
[pg/ml] [OoD]
0,1 . 0,237
1,0 . 0,294
10,0 : 0,329

In analoger Weise kdnnen Thyroxin oder ein Konju-
gat aus Thyroxin und BSA mit Melibiose markiert

verden. Diese Konjugate oder auch ein Konjugat aus

- Thyroxin und einem y-Globulin kénnen unter Ver-

wendung von mit anti-Thyroxin beschichteten R&hr-

chen quantitativ bestimmt werden. |
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Beispiel 4

Bindung der Galactoseoxidase in einer Sandwich-

Reaktion: Bestimmung von BSA

Die Beschichtung von R&hrchen mit Antikérpern gegen BSA

aus Kaninchen (a-BSA) erfolgté-analog Beispiel 2 a.
a) Inkubation mit BSA

Eine Losung von BSA wurde durch Zusatz von Phos-
phatpuffer (mit 1 % Ovalbumin} auf Konzentrationen
~von 1 - 10 000 ng/ml verdiinnt. Jeweils 1 ml dieser
Lésungen wurde in die mit a-BSA beschichteten
Réhfchen gegeben und 18 Stunden bei Raumtemperatur.
stehengelassen. Danach wurden die Réhrchen ent~
leert und zweimal mit detergenihaltigem Phosphat-~

puffer gewaschen.
b) Inkubation mit a-BSA

‘Die R6hrchen wurden 3 Stunden mit jé 1 ml einer
Losung von 1 ng a-BSA in 10 mM Tris-Puffer inku-
biert und dann entleert. Es wurde zweimal mit
detergenzhaltigem Phosphéfpuffer gewaschen.

Die Inkubation mit Galactoseoxidase erfolgte
‘analog Beigpiel 2 c.

c¢) Nachweisreaktion
Die Réhrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionsls-

sung analog Beispiél 1 4 versetzt. Nach 60 Minu-
ten wurde die Extinktion der Ldsung bei 492 mnm
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gegen den Nullwert im Photometer gemessen. Die
Extinktion korreliert mit der Menge an zuge-

setztem BSA, wie die nachstehende Tabelle zeigt,

Menge an BSA ’ Extinktion bei 492 nm

[pg/ml] : [oD]
1 } ' 0,396
10 A 0,419
100 . 0,465
1000 0,493
10 000 . 0,543
Beispiel 5

Bindung der Galactoseoxidase an Antikérpe:'und

a)

modifizierte Antikérper

Beseitigung der Oligosaccharide bei Glycoproteinen

4 mg anti-human—IgG aus Schaf (a~-h-IgG) wurden in
1 ml dest. Wasser geldst und mit 0,2 ml einer
frischen 0,1 M Natriumperjodatldsung 20 Minuten
bei5Raumtemperafur geriihrt. Danach wurde die L&~
sung gegen 1 mM Natriumacétatpuffer (pH-4,4) bei
4°c iiber Nacht dialysiert. Nach Zugabe von 1 ml
einer .0,1 M Lysinldsung in 0,2 M Natriumcarbonat-
puffer (pH 9,5) wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt und dann 0,1 ml einer LOsung vqh 4 mg
Natriumborhydrid proAml zugefiigt. Nach 2 Stunden

‘wurde gegen Boratpuffer (pH 8,4) dialysiert.
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b)" .Beschichtung von Rohrchen mit a-h-IgG und
modifiziertem a-h-IgG

Von den Antikdérpern wurden Verdiinnungen zu O,1,
1,0 und 10 pg pro iml in Boratpuffer (pH 8,4) her-
gestellt. PolystyrolrShrchen wurden mit je 1 ml
der jeweiligen L&sung ilber Nacht stehengelassen.
Danach wurden die Réhfchen entleert und zweimal
mit detergenzhaltigem Phosphatpuffer gewaschen.

Die Inkubation mit Galactoseoxidase erfolgte

analog Beispiel 2 c.
c) Nachweisreaktion

Die Réhfchen wurden mit 1 ml einer Reaktionsld-
sung analog Beispiel 1 d versetzt. Nach 60 Minu-
ten wurde die Extinktion der Losung bei 492 nm
gegen den Nullwert im Photometer gemessen. Die
Extinktion korreliert mit der Menge'an a-h~IgG im
Beschichtungspuffer, wie die nachstehende Tabelle
zeigt. Oxidiertes a-h-IgG zeigte nur noch eine
sehr geringe Bindungsaffinit&t zu Galactoseoxidase.

s

a-h-IgG im Extinktion modifizier- | Extink-
Beschich- bei 492 nm tes a-h-IgG im | tion bei
tungspuffer : Beschichtungs- 492 nm
A : puffer .

[vg/ml] = | [oD] [ng/ml] [oD]

0,1 | o,08 0,1 - |o,01

1,0 . 0,47 1,0 0,02
10,0 . | 0,53 10,0 0,03
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Beispiel 6

Bestimmung von Antigenen, die Zuckerreste enthalten:
human-IgE (h-IgE)

a)
5
10

b)
15
20
25 c)

Beschichtung von Réhrchen mit Antikdrpern gegen
h-IgE aus Ziege (a-h-IgE)

PolystyrolrShrchen wurden adsorptiv mit a-h-IgE
beschichtet, das analog Beispiel 5 modifiziert
worden war. Hierfiir wurden die RShrchen mit 1 ml
einer Losung von O,1 /ug a-h-IgE-pro ml Borat-
puffer (pH 8,4) gefiillt und 20 Stunden bei Raum-
temperatur stehengelassen. Danach wurden die
Rohrchen entleert und zweimal mit detergenzhalti-

gem Phosphatpuffer gewaschen.
Inkubation mit h-IgE

Eine Ldsung von h-IgE wurde durch Zusatz von Phos-
phatpuffer (mit 1 % Ovalbumin) auf Konzentrationen
von 1 - 100 ng/ml verdiinnt. Jeweils 1 ml dieser
Losungen wurde in die mit a-h-IgE beschichteten
Réhrchen gegeben und 18 Stunden bei Raumtemperatur
stehengelassen. Danach wurden die RShrchen ent-
leert und zweimal mit detergenzhaltigem Phosphat-
puffer gewaschen.

Die Inkubation mit Galactoseoxidase erfolgte ana-
log Beispiel 2 c. ‘ '

Nachweisreaktion

Die R6hrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionsldsung
analog Beispiel 1 d versetzt. Nach 60 Minuten
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wurde die Extinktion der Ldsung bei 492 nm gegen
den Nullwert im Photometer gemessen. Die Extinktion

" korreliert mit der Menge an zugesetztem h-IgE, wie
die nachstehende Tabelle zéigt.

Menge an h-IgE Extinktion bei 492 nm
[ng/ml1] | - [op]
1 , 0,054 .
10 o 0,069
100 0,081
Beispiel 7

Bestimmung von Antikérpern, die Zuckerreste enthalten,
mit B-Galactosidase: a-BSA )

' Die Beschichtung von Réhrchen mit BSA und die Inkubation
mit anti-BSA erfolgte analog Beispiel 1 a und 1 b.

a)~ Inkubation mit B-Galactosidase

Eine Kristallsuspension von B-Galactosidase mit

5 mg/ml wurde 1 : 500 mit 10 mM Tris-HCl-Puffer
verdiinnt, der 10 mM Magnééiumchlorid, 10 mM Mercapto-
dthanol und 10 mM Natriumchlorid enthielt. Je 1 ml
dieser Enzymldsung wurde in die Roéhrchen gegeben.
‘Nach 2 Stunden wurden die R8hrchen entleert und
einmal mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,0) ge-~
waschen. ' -

b). Nachweisreaktion

Zu den RShrchen wurde jeweils 1 ml einer Substrat-

16sung gegeben, die sich wie folgt zusammensetzt:
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15 ml1 0,3 M Kaliumphosphatpuffer mit 3 mM Magnesium-
chlorid, 4,5 ml 1 M Mercaétoéthanol, 7,5 ml 14 mM
2—Nitrophenyl—B—D-gaiactopyranosid in 10 mM Tris--
Acetat-Puffer mit 10 mM Magnesiumchlorid und 18 ml
dest. Wasser. Nach 1 - 2 Stunden wurde die Ex-
tinktion der L&sung im Photometer bei 405 nm ge-
messen. Die Werte korrelieren mit der Menge an zu-

gesetztem a-BSA, wie die nachstehende Tabelle zeigt.

Menge an a~-BSA ' Extinktion bei 405 nm
‘[ng/m1] | [op] |
1 ' . 0,14
10 0,17
100 0,22
1 000 . _ 0,25
10 000 ' . 0,33
Beispiel 8

Bestimmung von Choriongonadotropin (hCG)

a)

Beschichtung von RChrchen mit AntikOrpern gegen
Choriongonadotropin (a-hGG).

Polystyrolrdhrchen wurden’éﬁsdrptiv mit a-hCG be-
schichtet. Hierfiir wurden die Rhrchen mit'1 ml
einer Losung von 10 mg a-hCG pro ml 0,1 M Carbonat-
puffer (pH 9,0) gefiillt und 4 Stunden bei Raumtem-
peratur stehengeléssen. Danach wurden die Rohrchen
entleert und zweimal mit detergenzhaltigem Phos-
phatpuffer gewaschen. ’

Inkubation mit hCG

Eine Losung von hCG (3000 I.U./mg) wurde durch Zu-
satz von 0,1 M Phosphatpuffer (mit 1 % Ovalbumin)
auf Konzentrationen von 1 bis 320 I.U./ml verdiinnt.
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Jeweils 1 ml dieser Losungen wurde in die mit a-hCG
-beschichteten RShrchen gegeben und 4 Stunden beil
Raumtemperatur stehengelassen. DanachAWurden die
Rohrchen entleert und zweimal mit detergenzhaltigem
5. Phosphatpuffer gewaschen. '

c) Inkubation mit Galactoseoxidase

450 Einheiten Galactoseoxidase wurden in 2 ml 0,1 M
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,2) geldst und vor Gebrauch
mit 0,01 M 2—Morpholinéthénolsulfonséure—Puffer (pH

10 5,0) 1:100 verdinnt. Jeweils 1 ml. dieser Losung wurde
den Rohrchen zugesetzt. Nach 5-60 Minuten bei 4°C
wurden dile ROhrchen entleert und einmal mit dem gleichen
Puffer gewaschen.

d) Nachweisreaktion

15 Die Rohrchen wurden mit 1 ml einer ReaktionslOsung
analog Beispiel 1 4 versetzt. Nach 10 Minuten wurde
die Extinktion der Losung beil 492 mm im Photometer
gemessen. '

" Wie die nachstehende Tabelle zeigt, korreliert die

20 Extinktion mit der Menge an zugesetztem hCG.
Mengen an hCG - - Extinktion bei 492 mm

[mI.U./ml] ‘ [oD]

0 : L 0,020

1,25 o 0,026

25 12,5 . 0,050

125,0 - . 0,100

313,0 . : o 0,174

Analoge Ergebnisse wurden erhalten, wenn anstelle von
. 2-Morpholindthanolgulfonsiure als Verdiinnungspuffer
30 fily die Galactoseoxidase (Schritt ¢) die folgenden
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Puffer verwendet wurden:
Acetat, Citrat, Tris, Glycin, Glycylglycin, N,N-Bis-

'(2—hydroxy—éthy1)g1ycin,‘Piperazin—1,4—diéthansu1fon—-

sgure.

Beispiel 9

Bestimmung von human-IgE (h-IgE) -

a) Beschichtung von Rohrchen mit Antikorpern gegen

b)

c)

h-IgE aus Kaninchen (a-h-IgE)

PolystyrolrGhrchen wurden adsorptiv mit a-h-IgE be-
schichtet. Hierfiir wurden die ROhrchen mit 1 ml
einer Losung von 10 ug pro ml Carbonatpuffer (pH 8,0)

‘gefiillt und 4 Stunden bei Raumtemperatur stehenge-

lassen. Danach wurden die Rohrchen entleert und zwel-
mal mit detergenzhaltigem Phosphatpuffer gewaschen,

Inkubaﬁion mit h-IgEk

Eine Ltsung von h-IgE wurde durch Zusatz von Phos-
phatpuffer (mit 1 % Rinderserumalbumin) auf Konzen-
trationen von 1 - 250 ng/ml verdiinnt. Jeweils 1 ml
dieser Ldsung wurde in die mit a-h-IgE beschichteten
Réhrchen gegeben und 6 Stunden bei Raumtemperatur .
stehenlassen. Danach wurden die Réhrchen entleert und ,
zwéimal mit detergenzhaltigem Phosphatpuffer gewaschen.

Die Inkubation mit GalactoseoxidaSe erfolgte analog
Beispiel 8 ¢ bel einer Inkubationstemparatur von
10°C. |

Nachweisreaktion

Die Rohrchen wurden mit 1 ml einer Reaktionslisung

analog Beispiel 1 d versetzt. Nach 10 Minuten wurde
die Extinktion der Losung bei 492 nm gegen den Null-
wert im Photometer gemessen. Wie die nachstehende
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Tabelle gzeigt, korreliert die Extinktion mit der
Menge an zugesetztem h~IgE.

Menge an héIgE . Extinktion bei 492 nm
[ng/ml] _‘ _[op]
1 ] 0,276
10 0,396
100 ‘ 0,756
250 . 1,458
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Patentanspriiche

1. iVerfahren zur Bestimmung einér Komponente aus einef_
Gruppe bestehend aus spezifisch bindenden Rezeptoren
und Substanzen, die von diesen Rezeptoren'spezifisch

5 gebunden werden kdnnen, durch Messung der Aktivitdt
von durch Inkubation daran gebundenen Enzymen, dadurchf
~ gekennzeichnet, da8 man eine der Komponenten nach Im-
 mobilisierung an einem wasserunléslichen Triger mit
der jéweils anderen Komponente inkubiert, anschlie-
10 gend nach iiblichem Waschen mit an Saccharid binden-
den Enzymen inkubiert und die Enzymaktivitdt be-

-

stimmt. -

2. Verfahren nach _?%~4¥ 1, dadurch gekennzeichnet,
daB als an Saccharid bindende Enzyme solche mit
15 Lectineigenschaften bzw. Lectine mit enzymatischer

Aktivitdt verwendet werden.

3. Verfahren nach 2 TPunlfern 1 und 2, dadurch ge-
"~ kennzeichnet, daB8 als an Saccharid bindende Enzyme
Galactoseoxidase, Galactosidase und/oder Mannosi-
dase verwendet werden.

5 4, Verfahren nach gles ’Puhéfm 1 - 3, dadurcfm gekenﬁ—
' zeichnet, da8 als immobilisierté Komponente eine mo-
difizierte Komponente verwendet wird, deren Saccharid-
gruppierung so verindert ist, das sie'keine‘an

Saccharid bindenden Enzyme und/oder Lectine mehr bin- -
10 det. '

‘5. Verfahren nach alen Pumdfen 1 - 4, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man eine an einem wasserunléslichen
Trdger immobilisierte Komponente gleichzeitig oder
. - nacheinander mit der jeweils anderen Komponente
15 . und einem Kupplungsprodukt aus der jeweils ande-
ren Komponente und einem Saccharid-haltigen Mole- -
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11.

Verfahren nach ok 7vaé¥;? 1 - 4, dadurch ge-

" kennzeichnet, daf man eine an_einem wasserunloés-

" lichen Tréger immobilisierte Komponente mit der je-

weils anderen, zu bestimmenden Komponente inkubiert
und anschliefend nach iiblichem Waschen mit einer
weiteren Saccharid-haltigen, an die zu bestimmende

Komponente bindenden Komponente inkubiert.

Verfahren nach gbn Publdn 1 - 6, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man die Aktivit&t des gebundenen En-
zyms bzw. Lectins bestimmt.

Verfahren nach clen Punfian 1- 6, dadufgh gekenn-
zeichnet, daB man die Aktivitiat des Enzyms bzw.
Lectins in der nach der letzten Inkubation erhal-
tenen LOsung bestimmt.

Mittel zur Durchfuhrung des Verfahrens nach Aﬁ@h
?bﬁééy? l-8, enthaltend einen wasserunléslichen

- urrager, an den eine der Komponenten oder ein Komplex

aus den Komponenten, wovon eine der Komponenten
aus einem Kupplungsprodukt mit einem Saccharid
besteht, gebunden ist - gegebenenfalls eéin Kupp-~
lungsprodukt aus einer dér Komponenten und einem
Saccharid—haltigon Moleklil - ein an Saccharid
bindendes Enzym und Substrate zur BestJmmung der
Enzymakt1v1tat

Mittel nach ?%ﬁéé .9, dadurch gekennzeichnet,

~daB der wasserunl&sliche Trégér ein Kunststoff-

gefds ist.

Mittel nach GQH'? ﬁ@éﬁ? 9 und 10, dadurch ge-

kennzelchnet, daB der wasserunldsliche Trdger ein
Te§tréhrchen'aus PolystyrolAoder‘Polypropylen ist.
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