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Enzym-immunologische

Tests:

Analytische Methoden
im Baukastensystem

Harald Gallati*

Abstract. Using an enzyme-immunoassay (EIA), virtually all organic substances can be
simply, specifically, and sensitively determined as well as quantitively evaluated. For
these reasons, this assay method may be of interest as an analytic tool for chemists. This
report describes the individual components of an ‘EIA Building Block System’. A wide
variety of assay combinations can be readily developed, but only after several basic
concepts have been mastered. These concepts include: what an immunological reaction is;
the meaning of antigen, antibody, and enzyme ; how these three components interact with
the help of covalent bonds ; and finally, what effects may be obtained by immobilizing an
antigen or an antibody onto a solid phase. The most important EIA versions are systema-
tically presented and discussed in order to examine unique reagent combinations. For
readers who intend to further pursue the use of EIA technology, several review articles are

indicated as an appendix.

1. Sind diese analytischen Methoden
auch fiir Chemiker
von Interesse?

Die enzym-immunologischen Tests
(EIA) haben seit ihrer Einfihrung vor 20
Jahren eine rasante Entwicklung erlebt.
Wegen ihrer Einfachheit und Schnelligkeit
in der Testdurchfiihrung, ihrer Sensitivitét
und Spezifitit, und vor allem auch wegen
des ausserordentlich breiten Anwendungs-
gebiets haben diese Tests eine grosse Be-
deutung erlangt. Fast alle organischen
Substanzen lassen sich enzym-immunolo-
gisch nachweisen und quantitativ bestim-
men: So konnen Organzellen (z.B. Lym-
phozyten) auf Grund ihrer Oberflachenan-
tigene differenziert werden. Mikroorganis-
men (Viren, Pilze, Bakterien) lassen sich
nachweisen und identifizieren. Makromo-
lekulare Substanzen wie Proteine (Anti-
korper, Tragerproteine, Strukturproteine),
Lipoproteine, Glycoproteine, komplexe
Lipide, Glycolipide, Nukleinsduren, bio-
aktive Substanzen (Enzyme, Zytokine,
Lymphokine, Hormone, efc.), Tumoranti-
gene (Canceroembryonales Antigen, al-
pha-Foetoprotein ...} und Peptide kénnen
ebenso mit dem EIA bestimmt werden wie
die niedermolekularen Substanzen (Vit-
amine, Drogen, Toxine, efc.). Und nicht
nur pflanzliche und tierische Naturpro-
dukte, sondern — und da sollten die Chemi-
ker hellhorig werden — auch synthetische
Molekiile konnen enzym-immunologisch
analysiert werden.

Diese Tests haben in der medizinisch-
biologischen Forschung (Gentechnologie,
Biotechnologie, Immunologie, Pharmako-
logie, etc.) eine zentrale Bedeutung als

analytische Hilfsmittel erlangt und sie neh-
men einen festen Platz ein in der human-
und der veterindrmedizinischen Diagno-
stik (Virologie, Mykologie, Bakteriologie,
Histologie, Serologie, etc.). Erwartungsge-
madss hat die EIA-Analytik in den letzten
Jahren auch Einzug gehalten in Diszi-
plinen, die ausserhalb der eigentlichen Bio-
logie liegen: forensische Chemie, Quali-
tidtskontrolle bei der Nahrungs- und Fut-
Lebensmittelkon-

termittelproduktion,
trolle, Umweltanalytik, ezc.

Auch der Chemiker kann also durchaus
entweder als Testanwender oder aber als
‘Probeneinweiser’ mit den EIA konfron-
tiert werden. Dabei wird ein vertieftes Ver-
stindnis dieser Technologie die Anwen-
dung der Tests wie auch die Interpretation

der Testergebnisse erleichtern.

Im Unterschied zu den bisherigen EIA-
Ubersichtsarbeiten sollen in diesem Auf-
satz vor allem die einzelnen Bauelemente
des ‘EIA-Baukastensystems’ (Kap. 2) mog-
lichst eingehend erkldrt werden, so dass
der Leser anschliessend selbststindig ei-
_ kreieren
kann. Zur Uberpriifung dieser ‘Eigenkrea-
tionen’ sowie zur Erginzung werden so-
dann im Kap. 3 und 4 die wichtigsten EIA-
Testkombinationen graphisch dargestellt
und kurz erldutert. Im Kap.5 werden in
einer zusammenfassenden Ubersicht all
jene Arbeitsschritte aufgefizhrt, die fir die
Entwicklung eines EIA notwendig sind.
Auf ein eigentliches Literaturverzeichnis
wird bewusst verzichtet. Dafir wird im
Kap.6 mit ein paar Literaturhinweisen auf
jene Ubersichtsarbeiten hingewiesen, die
den weiteren Einstieg in die E1IA-Techno-

nige EIA-Testkombinationen

logie erleichtern.
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2. Bauelemente des
ElA-Baukastensystems

2. 1. Bauprinzip des EIA

Beim EIA wird generell die immunolo-
gische Reaktion von Antigen und Antikér-
per zum Immunkomplex mit Hilfe einer
zugeschalteten  Indikator-Enzym-Reak-
tion sichtbar und messbar gemacht. Zum
Aufbau eines konkreten Testsystems miis-
sen durch entsprechende Bindungen ein-
zelne Bauelemente untereinander ver-
kniipft und fiir die heterogenen EIA einer
der Reaktionspartner an eine Festphase
gebunden werden. Prinzipiell kann im EIA
das Antigen, der Antikérper und - in spe-
ziellen Fillen - auch das Enzym als Analyt
bestimmt werden.

2.2, Immunologische Reaktion

Die immunologische Reaktion zwischen
einem Antigen und einem Antikorper ist
eine ‘Erfindung’ der Natur. Diese Abwehr-
reaktion wurde im Kampf um die Erhal-
tung der individuellen und der genetischen
Integritdt der einzelnen Organismen im
Laufe der Stammesgeschichte entwickelt.
Seit der Entstehung von Leben mussten
die Organismen zum Schutze ihres ‘Selbst’
das Niitzliche (z. B. Nahrung) suchen und
das Schidliche (z. B. Infekte) bekampfen.
Diese Fihigkeit der *Selbst’-Verteidigung
hat wihrend der phylogenetischen Ent-
wicklung im Immunsystem der Vertebra-
ten ihren Héhepunkt erreicht. Dringt eine
korperfremde, hochmolekulare Substanz
in den Organismus eines Wirbeltieres ein,
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so wird diese von den zirkulierenden Fress-
zellen (Makrophagen) nicht nur erkannt,
aufgenommen und abgebaut, sondern es
werden charakteristische Bruchstiicke die-
ser Substanz - gleichsam als *Trophden des
erlegten Feindes’ — auf der Zelloberfliche
dieser —als ‘Antigen prisentierende Zellen’
bezeichneten — Makrophagen ausgestellt.
Diese priisentierten Bruchstiicke des zer-
hackten Antigens (Epitop) werden von den
ebenfalls zirkulierenden, Antikdrper-pro-
duzierenden B-Zellen ‘begutachtet’. Jede
dieser B-Zellen trigt auf ihrer Oberflache
einen individuellen ‘Antikdrper-Prototyp’.
Wenn nun bei der Begegnung des Makro-
phagen mit einer B-Zelle das présentierte
Antigen-Epitop von dem ‘Antikorper-Pro-
totyp’ als ‘sein Reaktionspartner’ erkannt
und gebunden wird, so aktiviert diese Bin-
dungsreaktion die betreffende B-Zelle und
regt sie zur raschen Vermehrung an. (Die
Population der B-Zellen ist zu vergleichen
mit einem Schliisselgeschaft, das iiber alle
moglichen Schliisselkombinationen ver-
fiigt. Wird nun fiir ein fremdes Schloss ein
passender Schliissel gefunden, so werden
davon — auf Vorrat — eine grosse Anzahl
von Kopien angefertigt.) Die Zellen dieses
B-Zellklons produzieren dann laufend eine
riesige Menge von Kopien des ‘Antikor-
per-Prototyps’, die wihrend Jahren und
zum Teil lebensldnglich im Blut zirkulie-
ren. Wird nun der Kérper zu irgend einem
Zeitpunkt von der gleichen Substanz er-
neut infiziert, so reagieren die Antikdrper
blitzschnell mit dem entsprechenden Epi-
top und fithren diese Fremdsubstanz als
Immunkomplex der Metabolisierung zu.
Die Bildung von Antikdrpern gegen
Fremdsubstanzen durch das zelluldre Im-
munsystem ermoglicht also eine dusserst
effiziente, spezifische und langandauernde
Abwehrreaktion.

Die immunologische Reaktion ist die re-
versible, nicht-kovalente Bindung eines
Antigens mit dem entsprechenden, vom
Immunsystem gebildeten Antikorper zu ei-
nem Immunkomplex. Diese Bindung ba-
siert auf C-Briicken, elektrostatischen
Kriften, hydrophoben Bindungen und
Van-der- Waals-Kriften, sic unterliegt dem
Massenwirkungsgesetz und zeigt Bin-
dungskonstanten von 5 x 10°-10"* 1/mol.

2.3. Antigene: Was stempelt diese
Substanzen zum ‘Anti’?

Antigene sind organische Substanzen,
die mit entsprechenden Antikorpern rea-
gieren und Immunkomplexe bilden kon-
nen. Aber nicht alle Antigene sind in der
Lage, das Immunsystem eines Organismus
‘anzusprechen’ und zur Produktion von
Antikérpern zu aktivieren. Um den schein-
baren Widerspruch zwischen diesen beiden
Aussagen zu eliminieren, mussen die Be-
griffe Immunogen, Epitop und Hapten er-
ldutert werden.

Immunogene sind organische, hochmole-
kulare (M, > 10000) Substanzen, die als
artfremde Agenzien vom zelluliren Im-

munsystem des Organismus erkannt und
zu deren Bekdmpfung auch entsprechende
Antikorper gebildet werden. Nur hochmo-
lekulare Antigene haben immunogene Ei-
genschaften, und nur diese Substanzen
werden von den Makrophagen erkannt
und ‘behandelt’, so dass die entsprechen-
den Informationen an die B-Zellen zur
Antikorperbildung weitergegeben werden
konnen.

Epitope. Die artfremden, hochmolekula-
ren Antigene werden von den Makropha-
gen zerhackt und Bruchstiicke davon den
Antikérper-produzierenden B-Zellen pra-
sentiert. Diese fiir ein bestimmtes Antigen
charakteristischen Bruchstiicke werden
‘Epitope’ oder auch ‘Antigen-Determinan-
ten’ genannt. Die Kriterien, welche Bruch-
stiicke eines Immunogens vom Makropha-
gen als besonders charakteristisch und
‘ausstellungswiirdig’ betrachtet und fiir die
Antikérperproduktion ausgesucht wer-
den, sind nicht bekannt und kénnen indivi-
duell und von Tierspezies zu Tierspezics
unterschiedlich sein. Die Antikorper sind
demnach nicht gegen das gesamte Antigen,
sondern nur gegen seine Epitope gerichtet.
So ist im Beispiel Fig. 2 fir die Immunisie-
rung ein immunogenes Antigen mit drei
Epitopen (A, B, C) dargestellt, gegen die
vom Maus-Immunsystem auch drei ver-
schiedene Antikorper produziert werden.

Haptene (z.B. Toxine, Drogen, eic.)
sind niedermolekulare (M,= < 10000)
Antigene, die zwar mit Antikdrpern reagie-
ren kénnen, die aber keine immunogene
Aktivitdt besitzen. Diese kleinen Substan-
zen fallen durch die ‘Maschen’ des Immun-
systems, zu ihrer Eliminierung werden sie
zum Teil in der Leber metabolisiert und
mit der Galle oder durch die Niere ausge-
schieden. Um den Haptenen immunogene
Eigenschaften zu verleihen, miissen sie ent-
weder durch Polymerisation entsprechend
vergrdssert oder aber einem ‘Triger-Im-
munogen’ als zusdtzliches Epitop ‘aufge-
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pfropft’ werden. Damit besteht die Mdog-
lichkeit, dass von den Makrophagen bei
der Metabolisierung dieses ‘Trager-Immu-
nogens’ auch das Bruchstiick mit dem ge-
bundenen Hapten den Antikorper-produ-
zierenden B-Zellen prisentiert wird. Dass
neben dem ‘aufgepfropften’ Hapten auch
die nativen Epitope des ‘Triger-lmmuno-
gens’ von den Makrophagen prasentiert
werden und zur Produktion von entspre-
chenden Antikorpern aktivieren, ist nach
dem Gesagten selbstverstidndlich.

Die Antigene sind Grundbausteine im
EIA-Baukastensystem. Sie werden nicht
nur fiir die Immunisierung von geeigneten
Tieren im Hinblick auf die Antikérperbil-
dung bendtigt, sondern sie missen im EIA
auch als Testreagenzien zum Nachweis der
entsprechenden Antikérper und als Stan-
dard oder Kontrolle bei den Antigentests
eingesetzt werden. Zur Gewinnung der
Antigene stehen die bekannten Extrak-
tions- und physikalisch-chemischen Reini-
gungsmethoden zur Verfigung. Zudem
konnen heute grossere Mengen dieser Sub-
stanzen biotechnologisch und gentechno-
logisch hergestellt werden.

2.4. Antikérper: individuell
angefertigte ‘Handschellen’ in
bester Massarbeit

Struktur. Die Antikorper sind Globu-
line, die zwei (IgG) oder mehrere (IgM)
identische Antigen-bindende Stellen besit-
zen, so dass sie mit dem entsprechenden
Antigen zusammen einen Immunkomplex
bilden kdnnen. In Fig. I ist schematisch die
Antikorperstruktur des IgG dargestelit.
Das Molekiil, das die Form eines Y’ auf-
weist, ist aufgebaut aus zwei ‘leichten’ (‘L’,
M,=125000) und zwei ‘schweren’ (‘H’,
M, = 50000) Ketten, die mit Hilfe von Di-
sulfidbriicken verbunden und stabilisiert
sind. Der Stamm wird als F -Fragment be-
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Fig. 1. Schematische Darstellung der Antikidrperstrukiur des 1gG sowie der enzymatische
Abbau zu den beiden monovalenten F,-Fragmenten ( Papain) resp. dem bivalenten F .,

Fragment ( Pepsin)
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zeichnet und besteht aus zwei konstanten
Regionen (C,;, und Cy,), wihrend die bei-
den Schenkel (F,,-Fragment) aus je einer
konstanten (Cy, resp. C,,) und einer fiir die
Antigenbindung verantwortlichen varia-
blen (V,, resp. V,,) Domine aufgebaut
sind. Durch enzymatische Einwirkung
kann vom Antikdrper das oft im EIA sto-
rende F.-Fragment abgetrennt werden,
ohne dass die immunologische Aktivitit
des bivalenten F,,-Fragments (Pepsin-
Abbau) oder der beiden monovalenten F,,-
Fragmente (Papain-Abbau) beeintrachtigt
wird.

Polyklonale Antikérper. Zur Herstellung
von Antikorpern (Fig.2) wird das immu-
nogene Antigen, das in diesem Beispiel drei
Epitope (A, B, C) aufweist, einem Tier
(z.B. einer Maus) eingespritzt. Durch die
Vermittlung der Makrophagen binden drei
B-Zellen mit ihren ‘Antikérper-Prototy-
pen’ an die entsprechenden, auf der Zello-
berfliche prisentierten Epitope. Durch
diesen Kontakt wird der Reifungsprozess
fiir diese drei B-Zellen ausgelost, sie ver-
mehren sich und produzieren eine grosse
Anzahl von Kopien ihrer ‘Antikérper-Pro-
totypen’, die sie ins Blut abgeben. Zur Ge-
winnung dieser polyklonalen (resp. triklo-
nalen) Antikdérper werden nach der Blut-
entnahme die Zellen entfernt, aus dem An-
tissrum die Globulin-Fraktion ausgefallt
und mit Hilfe von immobilisiertem Anti-
gen affinitdtschromatographisch die spezi-
fischen Antikorper isoliert.

Monoklonale Antikérper. Die reifen, An-
tikorper-produzierenden B-Zellen kénnen
aus der Milz der Maus entnommen und
mit Maus-Myelomzellen fusioniert wer-
den. In diesen Hybridzellen ist die Fihig-
keit zur Antikorperproduktion (B-Zelle)
und die endlose Teilbarkeit (Krebszelle)
vereinigt. Nach Selektion und Klonierung
lassen sich anschliessend in Zellsuspension
oder in vivoe (z.B. Bauchhohle der Maus)
diese B-Zellen vermehren und grosse Men-
gen von monoklonalen Antikérpern ko-
stengiinstig herstellen. Diese sind — im Un-
terschied zu den polyklonalen Antikérpern
— homogen beziiglich den physikalischen,
chemischen und immunologischen Eigen-
schaften, und sie konnen zeitunabhingig
in gleichbleibender Qualitdt produziert
werden. Zudem kdnnen gezielt jene Anti-
koérper ausgewihlt werden, die mit einem
gewlinschten Epitop des betreffenden An-
tigens reagieren, wodurch zum Beispiel die
Aktivitit eines Enzyms gehemmt oder die
biologische Funktion eines Cytokins neu-
tralisiert werden kann.

Die Antikorper selber haben als Globu-
line auch antigene und immunogene Ei-
genschaften, so dass sie als artfremde Pro-
teine das zellulire Immunsystem des be-
troffenen Organismus zur Bildung von An-
tikorpern gegen diese Globuline anregen
konnen. Auf diese Weise ist es mdglich,
dass ein Antigen mit seinem Antikorper
reagiert, und dass dieser Antikdrper seiner-
seits von einem zweiten Antikdrper gebun-
den wird, wie dies in Fig. /7 und /2 darge-
stellt ist, Dadurch werden die Kombina-
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Fig.2. Schematische Darstellung fiir die Produktion und Reinigung von polyklonalen und
monoklonalen Antikorpern, ausgehend von einem Immunogen mit den drei verschiedenen

Antigen-Determinanten (Epitope) A, B, C

tionsmoglichkeiten des EIA-Baukasten-
systems erheblich erweitert.

2.5. Enzyme: ‘Gute Verstdrker
machen die halbe Musik!’

Die immunologische Reaktion zwischen
einem Antigen und den entsprechenden
Antikorpern kann mit verschiedenen und
zum Teil sehr einfachen Methoden sicht-
bar und messbar gemacht werden. Mit ei-
ner gekoppelten Enzym-Reaktion aber
wird das MeBsignal auf Grund der kataly-
tischen Aktivitdt wesentlich verstirkt.

Enzyme sind Proteine mit katalytischer
Aktivitdt. Sie ermoglichen die biochemi-
schen Reaktionen in allen pflanzlichen und
tierischen Zellen, wo sie dementsprechend
in grosser Vielfalt vorkommen. Aus diesem
biologischen Material kdnnen die verschie-
denen Enzyme durch physikalisch-che-
mische sowie immunologische Extrak-
tions- und Reinigungsmethoden isoliert
werden. Die schematische Darstellung der
Enzym-Struktur (Fig. 3) zeigt, dass nur das
Holoenzym katalytisch aktiv ist und das
zugesetzte Substrat zu spalten vermag.
Diese Aktivitdt kann durch Enzym-spezi-
fische Inhibitoren reversibel oder irreversi-

bel gehemmt werden. Das Holoenzym
kann in die beiden katalytisch inaktiven
Untereinheiten Apoenzym und Coenzym
zerlegt werden.

Damit ein Enzym als Indikator bei den
EIA eingesetzt werden kann, sollte es fol-
gende Bedingungen erfiillen: Das Enzym
muss in hoher Reinheit, gleichbleibender
Qualitit, in genligender Menge und preis-
gunstig jederzeit verfligbar sein. Durch die
kovalente Bindung des Enzyms mit einem
Antigen oder einem Antikorper darf die
enzymatische als auch die immunologische
Aktivitat der Reaktionspartner keine we-
sentliche Verdnderung erfahren. Neben ei-
ner guten Lagerstabilitit sollte das Enzym
eine moglichst hohe katalytische Aktivitit
aufweisen. Und fiir die Aktivitdtsmessung
sollten Substrate zur Verfiigung stehen, die
in der notwendigen Reinheit leicht und
preisgiinstig erhéltlich sind, die keine Ge-
fahrdung fiir Mensch und Umwelt darstel-
len und eine gute Praktikabilitat besitzen.
Zudem sollten durch die enzymatische
Umsetzung der eingesetzten Substrate sta-
bile Produkte entstehen, die mdglichst
hohe MeBsignale aufweisen und die mit
den herkémmlichen Messgerdten kolori-
metrisch, fluorimetrisch, lumionometrisch
oder auch kalorimetrisch bestimmt werden
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Fig.3. Schematische Darstellung der Enzym-Struktur. Das katalytisch aktive Holoenzym
ist zusammengesetzt aus dem Apoenzym und dem Coenzym. Durch Zugabe eines En-
zym-spezifischen Inhibitors kann die Umsetzung des Substrats gghemmt werden.

konnen. In der Tabelle sind jene Enzyme
aufgelistet, die in den bisherigen EIA vor-
wiegend eingesetzt wurden.

2.6. Feste Phasen oder Tragersysteme:
‘Baukasten fiir Fortgeschrittene’

Die drei Bausteine Antigen, Antikorper
und Enzym bilden gleichsam den ‘EIA-
Baukasten 1’, mit dem die verschiedenen
Testkombinationen des ‘homogenen EIA’
(Kap.3) moglich sind. Bei diesen Tests
wird durch die immunologische Reaktion
des Antigens mit seinem Antikérper zu-
gleich die mit dem Testsystem gekoppelte
Enzym-Aktivitdt verstirkt oder vermin-
dert, so dass diese EIA in einer homogenen
Testphase ohne Trennschritt durchgefiihrt
werden konnen. Die gemessene Enzym-
Aktivitat ist ein Mass fiir die erfolgte im-
munologische Reaktion und diese ist wie-
derum ein Mass fiir das Vorhandensein
von Antigen und Antikérper im Testmi-
lieu.

Andere Testkombinationen basieren auf
dem Prinzip der ‘heterogenen ElA’-Test-
technik (Kap.4). Ein Reaktionspartner
(Antigen oder Antikorper) wird vor, wih-
rend oder nach der immunologischen Re-
aktion an eine feste Phase gebunden, so
dass anschliessend der gebildete Immun-
komplex vom nicht gebundenen Material
abgetrennt werden kann. Mit der festen
Phase als zusdtzliches Bauelement wird ein

‘EIA-Baukasten 2' mit wesentlich erweiter-
ten Testkombinationen erhalten.

Als Tragersystem fir diese feste Phase
konnen Glas, Kunststoff (Polystyrol,
PVC, Nylon, etc.) organische Substanzen
(Cellulose, Agarose, etc.) oder auch anor-
ganische Substanzen (Kieselgel, etc.) in je-
der beliebigen Form (Kugel, Rohrchen,
Kivetten, Plittchen, Stidbchen, Folien,
Mikrotiterplatten, efc.) verwendet werden,

Die Bindung des Antigens oder der
Antikérper an die Festphase kann adsorp-
tiver, kovalenter oder auch biologischer
(Biotin-Avidin) Art sein. Bei der Immobili-
sierung eines Reaktionspartners sind vor
allem zwei Aspekte zu berticksichtigen: Er-
stens darf die immunologische Aktivitit
des gebundenen Antigens oder des Anti-
korpers nicht wesentlich veriindert werden,
und zweitens muss der Reaktionspartner
so fest an das Trdgersystem gebunden sein,
dass er durch die Bildung des Immunkom-
plexes nicht weggerissen wird. Fig. /2 zeigt,
dass dieser Immunkomplex sehr grosse
Ausmasse annehmen kann und entspre-
chende Anforderungen an die Haftfestig-
keit des Antigens an die Festphase stellt.

2.7. Kovalente und nicht-
kovalente Bindungen

Erst durch die Verbindung der einzelnen
Bauelemente miteinander und an die Fest-
phase wird das ‘ElIA-Baukastensystem’

Tabelle. Enzyme, die im heterogenen und im homogenen EIA als Indikator eingeseizt werden
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funktionsfihig. Die verschiedenen Arten
von Bindungsreaktionen sollen aufgelistet
und kurz erlautert werden.

Die immunologische Bindungsreaktion
zwischen einem Antigen und einem Anti-
korper ist die Basis der EIA. Sie ist abhiin-
gig von der Konzentration der Reaktions-
partner, vom Puffersystem und der lonen-
stirke, vom pH-Wert und der Inkuba-
tionstemperatur sowie den diversen Zust-
zen, die gewollt oder ungewollt zusammen
mit der Analysenprobe dem Reaktionsmi-
lieu beigemischt werden.

Die physikalische Adsorption eines Anti-
gens oder eines Antikorpers an eine Fest-
phase ist dann erfolgreich, wenn einerseits
die immunologische Bindungskapazitiit
des immobilisierten Reaktionspartners er-
halten bleibt und andererseits nach der Bil-
dung des Immunkomplexes dieser Reuk-
tionspartner nicht von der Festphase weg-
gerissen wird. Diese adsorptive Bindung
wird wesentlich beeinflusst vom Ladungs-
verhdltnis der Antigene oder der Antikor-
per sowie vom verwendeten Triagermate-
rial.

Kovalente Bindungen werden bendtigt,
um Antigene oder AntikGrper mit einem
Enzym zu konjugieren, um Haptene als zu-
sdtzliches Epitop auf ein ‘Trager-Immuno-
gen’ ‘aufzupfropfen’ oder um Antigene
(besonders Haptene) an eine Festphase zu
binden. Verschiedene Methoden stehen
zur Yerfiigung, um diese kovalenten Bin-
dungen herzustellen: Erstens kann ein Re-
aktionspartner direkt aktiviert und an-
schliessend mit dem zweiten Partner kon-
jugiert werden. Fig.4 zeigt schematisch
diese einfachste Bindungsmethode am Bei-
spiel der Konjugatbildung der Peroxidase
mit einem Antikdrper. Natriumperiodat
oxidiert Zuckerreste des Enzyms zu reakti-
ven Aldehyd-Gruppen, die anschliessend
mit freien Amino-Gruppen des Antikor-
pers eine kovalente Bindung eingehen. In
gleicher Weise kann die Peroxidase oder
ein anderes zuckerhaltiges Enzym auch mit
einem Antigen konjugiert werden. Zwei-
tens konnen mit homobifunktionellen Bin-
dungsreagenzien (z.B. Glutardialdehyd)
die gewiinschten Konjugate hergestellt
werden. Bei der Umsetzung von zwei Pro-
teinen (Enzym mit einem Antigen oder En-
zym mit cinem Antikdrper) entstehen bei
dieser Bindungsmethode die unterschied-
lichsten Polymere, indem die beiden Reak-
tionspartner miteinander und jeder mit
sich selber reagieren und dabei grdssere
oder kleinere, heterogene Komplexe bil-

Enzyme Extrahiert aus Substrat
Peroxidase (EC 1.11.1) Mcerrettich H,0,/Chromogen
Alkalische Phosphatase (£C 3.1.3.1) Kilberdarm 4-Nitrophenol
E. coli 4-Methylumbeiliferyl-phosphat
f#-b-Galactosidase (EC 3.2.1.23) E. coli 2-Nitrophenol-f-p-galactopyranoside
4-Methylumbelliferyl-ff-p-galactopyranoside
Glucose oxidase (EC 1.1.3.4) Aspergillus niger Glucose

Glucoamylase ( EC 3.2.1.3)

Lysoxyme (EC 3.2.1.17)

Malat-dehydrogenase (EC 1.1.1.37)
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (EC 1.1.1.49)

Rhizopus niveus
Hiihner-Eiweiss
Schweineherz-Mitochondrien
Leuconostoc mesenteroides

Glycogen

Micrococeus lutens
Apfelsiure/NAD
p-Glucose-6-phosphat/NAD(P)
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Peroxidase
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|
0
Peroxidase

OH

OH
Oxidation mit NaIO4 ,pH 4,5

OH

H2 N— Antikorper

Konjugarbildung: pH 9,0

QOH
N—Antikérper

Reduktion mit NaBH 4

H —Antikérper

Fig. 4. Kovalente Bindung der Peroxidase mit dem Antikérper durch NalQO - Aktivierung des

Enzyms. schematische Darstellung

den. Drittens stehen heute auch heterobi-
funktionelle Bindungsreagenzien (z.B. N-
succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionat
(SPDP)) zur Verfligung, mit denen homo-
gene Konjugate hergestellt werden kon-
nen, die ausschliesslich aus dem ersten und
dem zweiten Reaktionspartner in einem
gewiinschten Mengenverhiltnis bestechen.
Wesentliche Bedingung fiir all diese Bin-
dungsmethoden ist die Erhaltung der im-
munologischen und der enzymatischen
Aktivitdt im gebildeten Konjugat.
Haptene als niedermolekulare Substan-
zen (z.B. Amphetamin, Barbiturat, etc.)
miissen meistens vorerst derivatisiert wer-
den, damit sie iiber die eingebauten funk-
tionellen Gruppen (Carboxyl- oder
Amino-Gruppe) an ein Tréigerprotein ge-
bunden werden kénnen. Dabei ist im Hin-
blick auf die Antikdrper-Bildung bei der
Immunisierung wie auch fiir die immuno-
logische Reaktion im EIA auf eine gute
Exposition der Hapten-Molekularstruktur
zu achten. In den meisten Fallen ist nach
der Bindungsreaktion ein Abtrennen der
fiir den EIA geeigneten Konjugate von den
ibrigen Komponenten durch physika-
lische, chemische oder immunologische
Reinigungsmethoden notwendig.

3. Homogene EIA
3.1. Generelles Testprinzip

Bei all diesen homogenen EIA-Testkom-
binationen wird durch die immunologische
Reaktion eines Antigens mit seinem Anti-
kérper unmittelbar auch die mit dem Sy-
stem gekoppelte Enzym-Aktivitit modifi-
ziert. Diese Enzym-Modifikation kann in
einer Reaktivierung oder aber einer Hem-
mung der katalytischen Reaktion beste-
hen. Sie ist ein Mass fiir die Stirke der
immunologischen Reaktion und daher
auch ein Mass fiir die im Testmilieu vor-
handene Konzentration des Antigens oder
der Antikorper. Da eine Abtrennung des
gebildeten Immunkomplexes nicht erfor-
derlich ist, konnen diese EIA in einer ho-
mogenen Phase wie einfache Tests zur Be-
stimmung von Enzymen durchgefiihrt
werden. Die immunologischen Reaktions-
zeiten sind kurz und die resultierende En-
zym-Aktivitat wird meistens kinetisch ge-
messen, so dass sich eine vollautomatische
Testdurchfiihrung (z.B. Zentrifugal-Ana-
lysator) férmlich anbietet.

Diese homogenen EIA sind genau und
gut reproduzierbar, sie weisen aber gene-
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rell auf Grund der kurzen Reaktionszeiten
und des begrenzten Signalbereichs der En-
zym-Modifikation eher eine geringe Sensi-
tivitit auf. Zudem koénnen sie leicht beein-
flusst werden durch den ‘Matrix-Effekt’,
durch endogene Enzym-Aktivititen sowie
durch Aktivatoren oder Inhibitoren der
immunologischen und der enzymatischen
Aktivitdt, welche zusammen mit der Ana-
lysenprobe ins Testmilieu eingeschleppt
werden.

3.2. Immunologischer Enzymhemmtest

Testprinzip. In Fig. 5 ist schematisch der
‘Immunologische Enzymhemmtest’ darge-
stellt. Die Analysenprobe mit zwei ver-
schiedenen Isoenzymen (A, B) wird mit ei-
nem — vorzugsweise monoklonalen - Anti-
kérper zusammengegeben, der spezifisch
mit dem Isoenzym B reagiert und dadurch
die enzymatische Aktivitdt neutralisiert.
Das nachtriglich zugegebene Substrat
kann ausschliesslich vom freien und akti-
ven Isoenzym A umgesetzt werden. Durch
Bestimmung der enzymatischen Aktivitit
vor und nach der Zugabe dieser neutrali-
sierenden Antikdrper kann neben der Ge-
samtaktivitit der Isoenzyme auch die Ein-
zelaktivitit der beiden individuellen Isoen-
zyme (A, B) berechnet werden.

Bemerkungen. In den vcrschiedenen
Korperzellen und Organen werden En-
zyme hergestellt, die eine gleiche kataly-
tische Aktivitdt aufweisen, die sich aber in
der molekularen Struktur unterscheiden.
Da die Bestimmung von organspezifischen
Isoenzymen von grosser diagnostischer Be-
deutung ist, hat man schon frith versucht,
diese mit physikalisch-chemischen Metho-
den aufzutrennen oder sie mit Hilfe von
speziellen Inhibitoren zu unterscheiden.
Diese schwierige und oft erfolglose Auf-
gabe kann heute durch den Einsatz von
spezifischen Antikérpern gelost werden.
Bei diesem einfachsten EIA ist das Antigen
zugleich auch das ‘Indikator-Enzym’.

3.3. Enzym-modifizierender Immuntest

Testprinzip. Dieses allgemein als EMIT
(Enzyme Multiplied /mmunoassay Tech-
nique) bezeichnete Testprinzip ist in der
Fig. 6 schematisch zusammengefasst.

A) Durch die kovalente Bindung eines
Antigens — vorzugsweise eines Haptens
an ein fiir diese Testtechnik geeignetes En-
zym (Lysozym, Malat-Dehydrogenase,
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase) wird
die katalytische Aktivitit dieses Enzyms
modifiziert oder modifizierbar. Diese Ver-
adnderung der Enzym-Aktivitdt kann ver-
ursacht sein durch eine sterische Hinde-
rung, durch molekulare Konformations-
dnderung oder durch Immobilisierung der
Enzym-Struktur.

B) Im Beispiel der Fig.6 wird durch die
Konjugatbildung des Haptens mit dem
Enzym die katalytische Aktivitit ge-
hemmt. Wird dieses Hapten-Enzym-Kon-
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A B Hapten-Konzentration in der Analysen-
probe.
Bemerkungen. Dieses vor allem flir auto-
matisierte Durchfiihrung geeignete Test-
+ prinzip hat eine breite Anwendung gefun-
Isoenzym B- den im Bereich der Drogen-, Toxin-, Hor-
neutralisierender mon- und Medikamentenanalytik. Diese
| Antikérper Tests sind dusserst praktikabel, genau und
Isoenzyme reproduzierbar upd weisen “eine fur diese
A+B Anwendungsbereiche  geniigende Test-
Sensitivitdt auf. Generell muss aber darauf
geachtet werden, dass diese Tests nicht in
!Rnggﬁ?g;;ogfsche storender Weise durch Faktoren aus der
Analysenprobe beeinflusst werden wie
etwa durch endogene Enzyme oder durch
Aktivatoren und Inhibitoren, welche die
immunologische oder enzymatische Akti-
vitat verdndern.
\4
Subatrat Substrat 3.4. Enzym-Inhibitor-Immuntest
ubsira
m fggg Testprinzip. In Fig.7 ist der ‘Enzym-In-
Gehemmte hibitor-Immuntest’ schematisch darge-
Enz Enzym stellt. Das Antigen, vorzugsweise ein Hap-
rea tion reaktion ten, wird kovalent an den Enzym-Inhibitor
\ gebunden. Durch die Komplexbildung mit
,,? dem entsprechenden Hapten-Antikorper
A Produkt B
Fig. 5. Schematische Darstellung des
‘Immunologischen Enzymhemmitests’. Substrat
Das Testprinzip ist im Kap. 3.2 888
beschrieben. ,
> 4 Konjugat- Gehemmre
bildung Enzym-
reaktion
COOH :
jugat mit entsprechenden Hapten-Anti- Enzym Hapten- Enzlzrg;.-_lt-llag:en-
korpern zur Umsetzung gebracht, so wird Derivat 1ug
durch die Bildung des Immunkomplexes
zugleich das Enzym reaktiviert und das an- B + ] +
schliessend zugegebene Substrat kann ge-
spalten werden. Wird aber mit der Analy-
senprobe eine grosse Menge von freiem <+
bHapten mit den in gena‘u definierter und Hapten- Hapten-
egrenzier Menge vthdndenen Hapt_en- Antikérper Antlkdrper freles
Antikorpern vorinkubiert, so werden diese Hapten
A_ntikérpc_r yollsté ndig abgesﬁEtig_t und fir Immunreaktion Immunreaktion in der
die Reaktivierung des nachtriglich zuge- Probe
setzten Hapten-Enzym-Konjugats stehen
keine Antikdrper mehr zur Verfigung.

Demnach ist die im Testsystem gemessene
Enzym-Aktivitit indirekt proportional der
Hapten-Konzentration in der Analysen-
probe.

Umgekehrte Verhiltnisse liegen vor,
wenn das Hapten-Enzym-Konjugat kata-
lytisch aktiv ist und erst durch die Kom-
plexbildung mit dem Hapten-Antikdrper
inaktiviert wird. (Diese Testvariante ist in
Fig.6 nicht dargestellt.) Werden die vor-
handenen Hapten-Antikérper vom freien
Hapten aus der Analysenprobe abgesiit-
tigt, so stehen keine Antikérper mehr zur
Verfligung, um mit dem anschliessend zu-
gefiigten Hapten-Enzym-Konjugat einen
Immunkomplex zu bilden, durch den die
Enzym-Aktivitdt gehemmt wiirde. Die in
diesem Testsystem gemessene Enzym-Ak-
tivitit ist demnach direkt proportional der

888 Substrat
K

Enzym-

— :;ﬂ\reakﬁon
999 produkt

—

Substrat

558

————_ B Gehemmte
—— En Zym-
reaktion

Fig.6. Schematische Darstellung des ‘Enzym-modifizierenden Immuntests’. Das Testprin-

zip ist im Kap. 3.3 beschrieben.
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Immunreak!r’onl
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s

Enz 'm-

. 6 reaktion
L one

Produkt

Enzym-Inhibitor-Hapten-Konjugat

Probe
l mit Hapten

Hapten- ‘
Antikorper Enzym freies Hapten
Immunreaktion
Substrat

Enzym-
reaktion

Fig.7. Schematische Darstellung des ‘Enzyminhibitor-Immuntests’, Das Testprinzip ist im

Kap. 3.4 beschrieben.

wird zugleich der Inhibitor neutralisiert, so
dass das nachfolgend zugegebene Enzym
ungehemmt das Substrat umsetzen kann.
Wird aber mit der Analysenprobe freies
Hapten mit den in einer genau bestimmten
und begrenzten Menge vorhandenen Anti-
korpern vorinkubiert, so werden diese An-
tikorper volistindig abgesittigt, so dass sie
mit dem Hapten des Inhibitors nicht mehr
reagieren konnen. Der Inhibitor bleibt frei
und kann das nachfolgend zugesetzte En-
zym entsprechend hemmen. Mit zuneh-
mender Hapten-Konzentration in der
Analysenprobe bleibt eine entsprechend
grossere Menge des Inhibitors frei, so dass
eine geringere Enzym-Aktivitdt gemessen
wird. Die Enzym-Aktivitit ist der Hapten-

Konzentration in der Analysenprobe indi-
rekt proportional.

Bemerkungen. Diese Testkombination
wurde bis heute eher selten angewendet, so
dass gesicherte Daten beziiglich der Prakti-
kabilitdt, der Sensitivitdt, der Genauigkeit
und der Reproduzierbarkeit fiir dieses
Testsystem noch fehlen.

3.5. Coenzym-Immuntest

Testprinzip. Bei dieser Testkombination
(Fig.8) wird das Coenzym mit einem Anti-
gen, vorzugsweise einem Hapten, konju-
giert. Durch die Komplexbildung des Hap-
ten-AntikGrpers mit diesem gebundenen

Coenzym-Hapten-Konjugat

A.
Probe ? Probe
ohne Hapten | + + mit Hapten

=

Hapten-
Antikorper Apoenzym
Immunrsakr.ron
Subslrat
keme
Enzym-
reaktion
Apoenzym

Fig.8. Schematische Darstellung des ‘Coenzym-Immuntests’.

Kap. 3.5 beschrieben.

%[

Hapten-
Antikérper Apoenzyrlteles Hapten
Jmmunreakr;on
Suhstrat
Enz 'm-
rea tion
Mony
Holoenzym  Produkt

Das Testprinzip ist im

Gehemmte
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Hapten wird zugleich auch das Coenzym
neutralisiert, so dass es nicht mehr ins
nachtriglich zugefiigte Apoenzym einge-
baut und zum katalytisch aktiven Holoen-
zym rekonstituiert werden kann. Wird
aber eine Analysenprobe mit einer hohen
Konzentration an freiem Hapten mit den
in genau definierter und begrenzter Menge
vorhandenen Antikorpern vorinkubiert,
so werden diese Antikorper vollstindig ab-
gesattigt und kénnen mit dem nachtriglich
zugesetzten Hapten-Coenzym-Konjugat
nicht mehr reagieren. Das Coenzym bleibt
frei und kann mit dem Apoenzym zusam-
men das katalytisch aktive Holoenzym bil-
den. Die gemessene Enzym-Aktivitat ist di-
rekt proportional der Hapten-Konzentra-
tion in der Analysenprobe.

Bemerkung. Auch diese Testkombina-
tion hat bis heute keine breite Anwendung
erfahren, so dass beziiglich den Testeigen-
schaften (Sensitivitit, Praktikabilitit, Ge-
nauigkeit und Reproduzierbarkeit) keine
fundierten Angaben gemacht werden kon-
nen.

4. Heterogene EIA (ELISA)
4.1. Generelles Testprinzip der ELISA

Bei den ELISA (‘Enzyme-Linked /m-
munosorbent Assay’)-Testkombinationen
wird vor, wihrend oder nach der immuno-
logischen Reaktion einer der Reaktions-
partner adsorptiv, kovalent oder auch bio-
logisch an eine feste Phase gebunden. Ein
anderer Reaktionspartner, der mit einem
Enzym konjugiert ist, wird mit der Testlo-
sung zugegeben und bildet mit dem an die
Festphase gebundenen Reaktionspartner
direkt oder indirekt einen Immunkomplex.
In einem Waschschritt wird das nicht ge-
bundene Material abgetrennt und an-
schliessend durch Zugabe von entspre-
chendem Substrat die katalytische Aktivi-
tdt des immunologisch an die Festphase
gebundenen Enzyms gemessen.

Der erforderliche Trennschritt ver-
schlechtert die Praktikabilitdt dieser ‘hete-
rogenen EIA’ und erschwert die Automati-
sierung dieser Tests. Andererseits werden
die einzelnen Reaktionsschritte iibersicht-
licher und lassen sich leichter unter opti-
malen Reaktionsbedingungen durchfiih-
ren. Zudem kann die Dauer der immuno-
logischen und der enzymatischen Reaktion
so verldngert werden, dass die maximal
mogliche Test-Sensitivitit erreicht werden
kann. Mit diesen Testmethoden kdnnen
niedermolekulare (z.B. Haptene) und
hochmolekulare Antigene wie auch Anti-
koérper nachgewiesen und quantitativ be-
stimmt werden.

4.2. Kompetitiver ELISA mit
immobilisiertem Antigen

Testprinzip. In Fig.9 (1) ist schematisch
der ‘Kompetitive ELISA mit immobilisier-
tem Antigen’ dargestellt. Das an eine feste
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Phase gebundene Antigen wird mit einer
genau definierten und begrenzten Menge
von entsprechenden, Enzym-markierten
Antikérpern zur Umsetzung gebracht
(Version 4). Nach der Ausbildung der Im-
munkomplexe wird das nicht gebundene
Material (besonders iiberschiissiges En-
zym-Antikorper-Konjugat) mit einem
Waschschritt abgetrennt und anschlies-
send durch Zugabe von Substrat die

zuerst das freie Antigen der Analysen-
probe mit den Enzym-markierten Antikor-
pern zur Umsetzung gebracht und an-
schliessend diese Reaktionsmischung mit
dem an die Festphase immobilisierten An-
tigen inkubiert werden.

Bemerkung. Fiir diese Testkombination
wird eine relativ grosse Menge Antigen be-
nétigt, die nicht immer leicht beschafft
werden kann. Und das Antigen muss ad-

A. Probe ohne Antigen %ﬂtmt A. Probe ohne Antigen
) eroyr.
~0 \’:5 on Suhstrat
P D—E—
+ Produkt Eﬂ,
reai
rastphase-  Antiktirpar-Enzym hase- Antigen- \f$¢
Antigen .Iln Grper Enzym
Immunreaktion Immunreaktion [ Produkt
Waschschritt Waschschnitt
B. Probe mit Antigen B. Probe mit Antigen
5uhs|ral SLlhsrrsr

kQ!J"IB
Enzym-
raaklion

Immunreaktion
i’ Waschschnﬂ

|Gl ==

Immunraaktion

i' Waschschrint
' of
n

Fig.9. Schematische Darstellung des ‘kompetitiven ELISA mit immobilisiertem Antigen’
sowie des ‘kompetitiven ELISA mit immobilisiertem Antikorper’. Die Testprinzipien dieser
beiden Testkombinationen sind im Kap. 4.2 und 4.3 beschrieben.

Menge des immunologisch an die Fest-
phase gebundenen Enzyms bestimmt.

Werden nun die Enzym-markierten An-
tik6rper mit einer Analysenprobe vorinku-
biert, die das nachzuweisende Antigen in
hoher Konzentration enthilt, so reagieren
die Antikorper mit dem freien Antigen und
bilden 18sliche Immunkomplexe (Version
B). Bei der anschliessenden Inkubation mit
den an die Festphase gebundenen Antige-
nen konnen die schon abgesittigten, En-
zym-markierten Antikorper keine Reak-
tion mehr eingehen. Sie bleiben in Losung
und werden beim nachfolgenden Wasch-
schritt als ‘nicht gebundenes Material’ ab-
getrennt. Da unter diesen Bedingungen
kein Enzym an die Festphase gebunden
wird, kann das anschliessend zugesetzte
Substrat katalytisch nicht umgesetzt wer-
den. Die bei diesem Test-System gemes-
sene Enzym-Aktivitit auf der Festphase ist
indirekt proportional der Antigen-Kon-
zentration in der eingesetzten Analysen-
probe.

Bei der Durchfithrung dieser Tests kann
entweder simultan die Analysenprobe mit
dem zu bestimmenden Antigen, dem En-
zym-markierten Antikérper und dem an
die Festphase immobilisierten Antigen in-
kubiert werden, oder es kann sequentiell

sorptiv, kovalent oder biologisch an die
entsprechende Festphase gebunden wer-
den, was auch nicht immer ohne Verlust an
immunologischer Aktivitidt zu realisieren
ist.

Diese Version der kompetitiven Tests
wird hdufig angewendet und sie eignet sich
wegen der Einfachheit der Testdurchfiih-
rung besonders auch fur ‘Screening’-,
‘Feld’- und ‘Home’-Tests. Diese ELISA
sind dann so einfach aufgebaut, dass sie
von ungeschultem Personal durchgefiihrt
werden konnen und eine eindeutige Ja/
Nein-Antwort geben.

4.3. Kompetitiver ELISA mit
immobilisierten Antikirpern

Testprinzip. Bei dieser Testversion, die in
Fig. 9 (II') schematisch dargestellt ist, sind
die Antikdrper an die Festphase gebunden.
Durch die immunologische Reaktion bin-
det das mit einem Enzym konjugierte Anti-
gen mit den immobilisierten Antikérpern.
Nach dem Abtrennen des nicht gebunde-
nen Materials wird das immunologisch an
die Festphase gebundene Enzym durch In-
kubation mit dem betreffenden Substrat
bestimmt (Version 4).

CHIMIA 44 (1990) Nr.d (April)

Je mehr freies Antigen mit der Analysen-
probe ins Test-System eingefiihrt wird, um
so geringer ist die Moglichkeit des Enzym-
markierten Antigens, mit den nur in be-
schrankter Menge vorhandenen, immobi-
lisierten Antikérpern zu reagieren (Version
B). Nach dem Abtrennen des nicht gebun-
denen Materials wird die tliber das Antigen
immunologisch an die Festphase gebun-
dene Enzym-Menge durch Inkubation mit
dem betreffenden Substrat bestimmt. Die
dabei gemessene Enzym-Aktivitit ist indi-
rekt proportional der Antigen-Konzentra-
tion in der Analysenprobe.

Auch diese Testkombination kann si-
multan (gleichzeitige Inkubation des zu be-
stimmenden Antigens der Analysenprobe,
dem Enzym-markierten Antigen und den
an die Festphase gebundenen Antikor-
pern) oder sequentiell (Vorinkubation des
zu bestimmenden Antigens mit den immo-
bilisierten Antikérpern und anschliessende
Zugabe des Enzym-konjugierten Antigens)
durchgefiihrt werden.

Bemerkungen. Auch diese Test-Version
wird sehr hiufig angewendet und eignet
sich als ‘Screening’-, ‘Feld’- und ‘Home’-
Test. Diese Bestimmungsmethode ist bei
quantitativer Test-Durchfiihrung genau,
reproduzierbar und sehr sensitiv. Voraus-
setzung fiir diese Test-Kombination ist die
Bindung einer genau definierten Menge
von Antikérpern an die Festphase sowie
die Konjugation des Antigens mit dem be-
treffenden Enzym.

4.4. ‘Sandwich-ELISA’

zur Bestimmung von Antigen
mit der "Ein-Schritt -
Testtechnik

Testprinzip. Fig. 10 zeigt schematisch
das Prinzip dieser Test-Kombination. Das
zu bestimmende Antigen, das fiir diese
Test-Methoden zwei oder mehrere Epitope
besitzen muss, wird gleichzeitig und ge-
meinsam mit den an die Festphase gebun-
denen Antikorpern und den mit der Testlo-
sung zugesetzten Enzym-markierten Anti-
korpern inkubiert. Diese beiden Antikor-
per miissen gegen verschiedene Determi-
nanten des Antigens ausgerichtet sein. Da-
her werden polyklonale Antikorper von
zwei verschiedenen Tierspezies oder aber
monoklonale Antikdrper von zwei unter-
schiedlichen Klonen verwendet. Wihrend
der beiden gleichzeitig ablaufenden immu-
nologischen Reaktionen bindet das Anti-
gen einerseits an die immobilisierten Anti-
korper und andererseits bindet es aus der
Testlosung das Antikorper-Enzym-Konju-
gat. Das zu bestimmende Antigen bildet
also einen Sandwich oder eine Briicke zwi-
schen dem an die Festphase immobilisier-
ten Antikorper und dem aus der Testlo-
sung eingefangenen Enzym-markierten
Antikdrper. Nach dem Abtrennen des
nicht gebundenen Materials wird durch
Zugabe eines entsprechenden Substrats die
Menge des immunologisch an die Fest-
phase gebundenen Enzyms bestimmt. Die
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—E phase gebundene (Antikorper-Antigen-

Antikérper)-Sandwich wird in einem zwei-
] ten Waschschritt vom nicht gebundenen
+ + Material isoliert. War der zweite Antikor-

Antigen E per mit einem Enzym konjugiert, so kann
| durch Zugabe des entsprechenden Sub-
Festphase mit strats 'dlc kata]y!:lsche Aktivitit des immu-

T.Entikﬁrper nologisch an die Festphase gebundenen

. . Enzyms bestimmt werden. War der zweite

j{gg?(gg;, Enzymzkogll_:tji%%tr:;g Antikorper nicht mit einem Enzym mar-

) kiert (Beispiel in Fig. I 1), so wird der an die

Waschschrfﬂ Festphase gebundene Sandwich mit einem

‘E’ dritten Antikorper inkubiert, der nicht ge-

gen das Antigen, sondern gegen den zwei-

ten Antikorper gerichtet und mit einem

Enzym gekoppelt ist. Anschliessend an ei-

v nen weiteren Waschschritt kann die Akti-

Substrat vitdt des gebundenen Enzyms gemessen

888 werden. Je nach Bindungsstirke der einzel-

/' nen Reaktionspartner untereinander

Eg Enzym- konnte diese Testkombination mit einem

reaktion vierten und einem fiinften Antikorper er-

\ weitert werden. Die am Ende gemessene

f?? Enzym-Aktivitat ist direkt proportional

Produkt der Antigen-Konzentration in der Analy-
senprobe.

Bemerkungen. Diese ~ gegeniiber der

Fig. 10. Schematische Darstellung des ‘Sandwich-ELISA zur Bestimmung von Antigen mit  ‘Ein-Schritt’-Technik — etwas aufwendi-

der ‘Ein-Schritt-Testmethode'. Testprinzip ist im Kap. 4.4 beschrieben. gere Test-Kombination ist immer dann an-

Enzym-Aktivitit ist direkt proportional
der in der Analysenprobe vorhandenen

Antigen-Konzentration. + Antigen
Bemerkungen. Dieser Sandwich-ELISA

nach der ‘Ein-Schritt’-Technik ist dusserst 1. Immunreaktion

einfach in der Durchfiihrung, da er nur Festphase mit )

eine Inkubation fiir die Immunreaktion 1. Antikorper Waschschritt

und einen Waschschritt zum Abtrennen
des nicht gebundenen Materials bendtigt.
Er zeigt eine hohe Spezifitit, da das zu

bestimmende Antigen mit zwei verschiede- +

nen Antikorpern reagieren muss, damit D) 2. Antikérper
Enzym an die Festphase gebunden und bei

der katalytischen Indikatorreaktion ein 2. Immunreaktion

MeBsignal erhalten wird. Und er ist auch
genau, reproduzierbar und sehr sensitiv.

So kann zum Beispiel mit dieser Testtech-

nik 107" mol humanes Interleukin-I-alpha

im Humanserum quantitativ bestimmt

werden. Diese Testkombination hat eine + %‘
breite Anwendung gefunden.

Enzymkonjugat
3. Immunreaktion ~mit 3. Antikdrper

Waschschritt

4.5. ‘Sandwich-ELISA’

zur Bestimmung von Antigen
mit zwei oder mehreren -
Inkubationsschritten

Waschschritt

Testprinzip. Diese Testkombination ist
in Fig. i1 schematisch dargestellt. Das zu
bestimmende Antigen mit zwei oder meh-
reren Epitopen wird in einem ersten Reak-
tionsschritt mit den an die Festphase im-
mobilisierten  Antikérpern  gebunden.
Nach dem Abtrennen des nicht gebunde-
nen Materials wird der gebildete Immun- Substrat Y "SA Produkt
komplex mit einem zweiten, ebenfalls ge- g Enzymreaktion 999
gen das Antigen gerichteten Antikdrper in-
kubiert, der mit einem Enzym konjugiert Fig. 11. Schematische Darstellung des ‘Sandwich-ELISA zur Bestimmung von Antigen mit
oder unmarkiert ist. Der nun an die Fest-  zwei oder mehreren Inkubationsschritten’. Testprinzip ist im Kap. 4.5 beschrieben.
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zuwenden, wenn erstens die Analysen-
probe Substanzen enthilt, welche das En-
zym inaktivieren. Diese Substanzen wer-
den beim ersten Waschschritt entfernt, so
dass sie das nachfolgend zugesetzte En-
zym-Konjugat nicht mehr beeintriichtigen
kénnen. Zweitens, wenn der zweite Anti-
korper nur als Antiserum zur Verfiigung
steht und eine Isolierung und eine Konju-
gation mit dem Enzym nicht moglich oder
zu aufwendig ist.

4.6. ‘Sandwich-ELISA’ zur Bestimmung
von Antikérpern:
‘Antigen- Antikorper-Technik’

Testprinzip. Fig.12 zeigt schematisch
diese Test-Kombination zum spezifischen
Nachweis und zur quantitativen Bestim-
mung von Antikorpern. Die Analysen-
probe mit den zu bestimmenden Antikor-
pern wird mit dem entsprechenden, an die
Festphase immobilisierten Antigen inku-
biert. Nach Abtrennen des nicht gebunde-
nen Materials wird der gebildete und an die
Festphase gebundene Immunkomplex mit
einem Enzym-markierten AntikGrper, der
gegen den zu bestimmenden Antikdrper
gerichtet ist, zur Umsetzung gebracht.
Nach einem erneuten Waschschritt wird
das immunologisch an die Festphase ge-
bundene Enzym katalytisch bestimmt.

Bemerkungen. Die Antikorper sind
gleichsam die sichtbaren Spuren, die von
artfremden immunogenen Substanzen im
Organismus hinterlassen werden und die
nach Monaten und Jahren noch nachge-
wiesen werden konnen, Diese Testmetho-
den werden daher hdufig in der human-
und der velerindrmedizinischen Diagno-
stik zum Nachweis von viralen, mykoti-
schen oder bakteriellen Infektionen ver-
wendet. Zudem sind diese Tests analy-
tische Hilfsmittel zur Antikrperbestim-
mung nach erfolgter Impfung und Immu-
nisierung mit den gewiinschten Antigenen
sowie bei der Herstellung von monoklona-
len Antikdrpern zur Selektion der Antikor-
per-produzierenden Hybridzellen. Mit die-
ser Test-Kombination kann auch die Glo-
bulin-Klasse (IgG, IgM, IgA oder 1gE) der
vorhandenen Antikorper bestimmt wer-
den.

4.7. ‘Sandwich-ELISA’ zur Bestimmung
von Antikérpern:
‘Doppel-Antigen-Technik’

Testprinzip. Bei der Betrachtung der
schematisch dargestellten Testkombina-
tion zum Nachweis und zur quantitativen
Bestimmung von Antikorpern mit der
‘Doppel-Antigen-Testtechnik®  (Fig. 13)
darf man nicht iibersehen, dass mit der po-
sitiven Analysenprobe Millionen von Anti-
korper-Moilekiilen zum Test-System zuge-
fiigt werden. Es ist daher irrelevant, wenn
ein Teil der Antikérper mit seinen beiden
Bindungsstellen ausschliesslich mit dem an
die Festphase immobilisierten Antigen und

Festphase mit

+

Antigen

Antikérper der
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+ O~p

Antigen-Enzym
-Konjugat

Probe

Immunreaktion

Waschschritt

Substrat
%

Enzymreaktion

99® Produkt

Fig. 12. Schematische Darstellung des ‘Sandwich-ELISA zur Bestimmung von Antikérpern
mit der ‘Antigen-Antikorper-Technik’. Testprinzip ist im Kap. 4.6 beschrieben.

Festphase mit

Antigen
1. Immunreaktion
Waschschritt

+

1. Immunreaktion
Waschschritt

Antikorper der
Probe

jie

Enzymkonjugat
mit 2. Antikérper

ggg Substrat

—E‘/Enzymreakﬁon
SA

®9® Produkt

Fig. 13. Schematische Darstellung des ‘Sandwich-ELISA zur Bestimmung von Antikérpern

mit der ‘Doppel-Antigen-Technik’. Testprinzip ist im Kap. 4.7 beschrieben.
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ein anderer Teil nur mit dem Enzym-mar-
kierten Antigen in der Testlosung reagiert,
so dass diese beiden Teile kein Enzym an
die Festphase zu binden und daher auch
kein Mefsignal zu produzieren vermdgen.
Ein dritter Teil der vorhandenen Antikor-
per wird mit einer Bindungsstelle an das
immobilisierte und mit der anderen Bin-
dungsstelle an das mit dem Enzym-mar-
kierte Antigen binden und auf diese Weise
eine Briicke oder einen Sandwich bilden,
s0 dass nach dem Waschschritt auf der
Festphase Enzym-Aktivitit nachgewiesen
werden kann. Und dieser Anteil wird stati-
stisch identisch sein fiir die Antikodrper der
Analysenprobe und der immer mitzufiih-
renden Antikorper-Standardlosung.

Bemerkungen. Diese Test-Kombination
zum Nachweis und zur quantitativen Be-
stimmung von Antikérpern ist dusserst
einfach, da nur eire Inkubation und ein
Waschschritt erforderlich sind. Zudem
sind die Probleme der unspezifischen Re-
aktion und somit der falsch-positiven Er-
gebnisse wesentlich kleiner als bei der ‘An-
tigen-Antikérper-Technik’ (Kap.4.6). Mit
der ‘Doppel-Antigen-Technik’ konnen mit
denselben Test-Reagenzien die Antikérper
aus den verschiedenen Tierspezies und der
verschiedenen Globulin-Klassen nachge-
wiesen werden. Der Test basiert aus-
schliesslich auf der Reaktion der Antigen-
bindenden Stellen des Antikérpers mit
dem entsprechenden Epitop des Antigens.
Allerdings kann aus diesem Grund mit die-
ser Test-Methode die Art der Antikorper
nicht néher spezifiziert werden.

5. Zusammenfassende Ubersicht

Fig. 14 zeigt zusammenfassend die ver-
schiedenen Arbeitsschritte, die zur Ent-
wicklung eines enzym-immunologischen
Schwangerschaftstests notwendig sind.
Mit Beginn der Schwangerschaft wird Hu-
man Chorion Gonadotropin (HCG) gebil-
det und mit dem Urin ausgeschieden. Die-
ses HCG, das aus dem Harn schwangerer
Frauen extrahiert und gereinigt wird, bil-
det als Antigen den ersten Baustein fiir den
HCG-ELISA.

Mit diesem Antigen werden entspre-
chende Tiere, in unserem Beispiel Méause
immunisiert, um polyklonale oder aber
monoklonale Antikérper, den zweiten Bau-
stein fiir den HCG-ELISA zu erhalten.
Zum Nachweis und zur quantitativen Be-
stimmung dieser HCG-Antikdrper wah-
rend der verschiedenen Arbeitsschritte
kann das HCG als Antigen mit der Test-
Methode Nr. 4.6 oder Nr. 4.7 eingesetzt
werden.

Das Enzym Peroxidase, das aus Meer-
rettich extrahiert und mit physikalisch-
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Fig. 14. Gesamtiibersicht iiber die verschiedenen Arbeitsschritte, die fiir die Entwicklung
eines EIA (im konkreten Beispiel eines HCG-ELISA (Schwangerschaftstest)) notwendig

sind

chemischen Methoden gereinigt wird,
kann von verschiedenen Herstellern kauf-
lich erworben werden und bildet den drit-
ten Baustein des HCG-ELISA.

Die polyklonalen HCG-Antikorper ei-
ner Tierspezies resp. die monoklonalen
HCG-Antik6rper von einem Klon werden
an die gewiinschte Festphase gebunden
und die immunologische Bindungskapazi-
tdt dieser immobilisierten Antikdrper ge-
priift. Andererseits werden mit den poly-
klonalen HCG-Antikérpern einer zweiten
Tierspezies resp. mit den monoklonalen
HCG-Antikérpern von einem zweiten
Klon durch kovalente Bindung Enzymkon-
jugate hergestellt.

Mit diesen Testreagenzien werden nun
die optimalen Bedingungen fiir die immu-
nologische Reaktion ausgearbeitet und der
HCG-ELISA an Hand von positiven und
negativen Urinproben geprift.
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