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Zur Immunchemischen Bestimmung
von Enzymproteinen der Alkoholdehydrogenase mit Hilfe der Nephelometrie?)

Yon T. O. KLEINE

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg ( Direktor: Prof. Dr. J. Kiihnan)
(Ein‘gegangen am 4. Mirz 1967)

Mit Hilfe von prizipitierenden, auf Alkoholdehydrogenase aus Hefe und Pferdcleber spezifischen Antikérpern wird ein Mikrotest be-
schrieben, worin die Enzymprotein-Antikdrper-Triibung nephelometrisch serienmifBig bestimmt wird. Im Hefehomogenat sowie im
UberschuB an Fremdprotein (menschliches Blutserum) kann mit dieser Methode in einem Gesamtvolumen von 0,40 m/ 0,3—0,6 ug und
mehr Enzymprotein mit einem mittleren Fehler von + 49, gemessen werden.

Precipitating antibodies to alcoholdehydrogenase (Alcohol: NAD oxidoreductase E. C. 1.1.1.1) from yeast and hotse liver were used in
a microtest for serial measurement of the turbidity caused by the enzyme-protein-antibody-reaction in vitro. With this method and 2 mean

etror of 4= 4%, 0,3 to 0,6 ug of enzyme protein and more per 0,40 m/ can be measured in yeast homogenate as well as in the presence of
excess foreign protein (human blood serum).

Enzyme werden im allgemeinen mit Hilfe ihrer Re- Methode haben wir versucht, einen Test zur quanti-
aktionsgeschwindigkeit (Aktivitit) unter definierten tativen Messung des Enzymproteins auyfzubauen, mit
Standardbedingungen gemessen. Hierbei wird die dem Enzymprotein im Homogenat oder in Gegenwart
Enzymquantitit nur insofern berticksichtigt, als die- hoher Fremdproteinkonzentrationen gemessen werden
jenige Enzymmenge bestimmt wird, die 1 uMol Substrat kann. Durch die simultane Messung von Menge und
pro Min. unter jenen Bedingungen umsetzt (1). Fiir die  Aktivitit eines Enzyms ist es u. E. moglich, genauere
heutige Enzymchemie sind jene MeBbedingungen bei Aussagen iiber dieses Enzym zu machen als es die bis-
der Bestimmung von allosterisch oder induktiv beein- herigen Methoden erlaubten.

fluBter Enzymaktivitit ungeniigend: Eine z. B. in einem

Gewebehomogenat erhShte oder verminderte Enzym-  pethodik

aktivitit kann auf eine quantitative Vermehrung oder
Verminderung des Enzymproteins oder aber auf eine
allosterische Steigerung oder Hemmung der Enzym-

Erzeugung von Antikérpern auf Alkoholdehydrogen-
ase!) aus Hefe und Pferdeleber

e e . v . S 2 kg schweren, minnlichen Kaninchen (Neuseelinder Albinos)
aktivitit zurlickgefithrt werden. Beide Phinomene lassen  yerden mit cintigigem Intervall aufeinanderfolgend 0,5, 1,0, 1,5,

sich durch die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit .2,0 und 4,0mg Enzymprotein Hefe-Alkoholdehydrogenase
unter Standardbedingungen nicht voneinander unter- (HADH) bzw. Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (LADH)%)

scheiden.
Mit Hilfe des nephelometrisch gemessenen Antigen- dl?é;:;:‘gﬁ{ﬁgf& ﬁo,hDOIijzsgdg:;:s;gédlh;e; %ebmu‘:ht fur

Antikdrperkomplexes, einer fiir quantitative Messungen  2) Bezogen von C. F. Boehringer, Mannheim.
von Proteinen des Blutes (2—9) beteits bewihrten 3) Abkirzungen: HADH = Hefe-Alkoholdehydrogenase; LADH

= Leber-Alkoholdehydrogemse EDTA = Athylendmmntetm-
1) Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. essigsiure.
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i. v. injiziert. Die HADH wurde vor Applikation gegen 0,15m
NaCl, 0,002« EDTA (mit KHCO; auf pH 6,0 eingestellt) bei 4°
dialysiert.

4 Wochen nach der ersten Injektion wird nach zwei weiteren Gaben
von HADH ein Teil der Tiere durch Entbluten getstet. Nach Ab-
setzen des Blutkuchens witd das Serum durch niedertouriges
Zentrifugieren gewonnen (Antiserum HADH Charge A, Titer 4).
Andere Tiere werden wie oben mit HADH behandelt, jedoch nach
4-wochigem Intervall mit 3 aufeinanderfolgenden i. v.-Gaben von
je 1,2 mg Enzymprotein geboostert und 2 Monate nach der ersten
Injektion wie oben getdtet (Antiserum HADH Charge B, Titer 16).
Da sich auf die oben angegebene Weise keine prizipitierenden Anti-
kotper auf Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (LADH) er-
zeugen lassen, wird das LADH-Enzymprotein mit in 0,15 NaCl
suspendiertem, sterilen Al,O3-Gell) gemischt und i. v. appliziert.
Damit lassen sich nach dem unter-HADH angegebenen Appli-
kationsmodus 4 Wochen nach Esstinjektion LADH-prizipitierende
Antikorper nachweisen. 2 Monate spiter werden die Tiere ent-
blutet (Antiserum LADH, Titer 8).

Nachweis von prizipitierenden Antikérpern gegen
HADH und LADH

Outchrerlony-Test

Der Ouchterlony-Plattentest (10) wird bei Zimmertemperatur in
1proz. Agar?) durchgefiihrt, welcher in Veronalpuffer pH 8,6
(0,025m Natrium-didthylbatbiturat, 0,005m Diithylbarbitursiure,
0,025m Natriumacetat, Jonenstitke u = 0,05) oder in 0,05M Tri-
ithanolaminpuffer pH 7,4 gelst war. Zur Titerbestimmung der
Antiseren wird eine konstante Menge Antigen (HADH, LADH)
gegen 0,03 m/ Antiserum aufgetragen, das 1:1,1:2,1: 4 usw. mit
0,15M NaCl verdiinnt worden war. Bei Angabe des Titers wird die-
jenige Serumverdiinnung angegeben, bei der eine gut sichtbare
Prizipitationslinie beobachtet wird.

Immunelekirophorese

Die Immunelektrophorese nach Grasar (11) und SCHEIDEGGER
(12) wird mit einer LKB-Apparatur (LKB 6800 A) in 1proz.
Agar?) durchgefiihrt, welcher in Veronalpuffer pH 8,6 (s. 0.) oder
in 0,05M Tridthanolaminpuffer pH 7,4 gel6st war. Laufzeit 45—60
Min. bei 250 V und 4°.

Die Prizipitationslinien werden mit Amidoschwarz 10B (Merck

angefirbt. :

Enz ymaktivititshemmtest

Enzymaktivititshemmtest fiir HADH: 0,2 m/ HADH-Antiserum
werden mit 0,2 m/ HADH-Lésung (&£ 6 ug Enzymprotein mit
0,15M NaCl, 0,002m an EDTA, verdiinnt) 120 Min. bei 37° und
23 Stdn. bei 1° inkubiert.

In gleicher Weise werden folgende Kontrollen angesetzt:

a) 0,2m/ HADH-Lbsung (s.0.) mit 0,2m/ Serum vom unbe-
handelten Kaninchen,

b) 0,2 m/ HADH-Antiserum mit 0,2 m/ 0,154 NaCl, 0,002 an
EDTA,

¢) 0,2 m/ Serum vom unbehandelten Kaninchen mit 0,2 m/ 0,15
NaCl, 0,002 an EDTA.

Verschiedene Zeiten nach Vereinigung von Antiserum und Anfi-
gen wird jeweils 0,01 m/ aus dem Ansatz entnommen. Die enzy-
matische Aktivitit wird im Photometer Eppendorf bei 334 nm und
37° in einer Thermokiivette der Schichtdicke d =1 em ge-
messen. '

Der Ansatz fiir den UV-Test enthilt: 0,01 m/ Probe, 0,02 m/ 0,1m
NAD3) und 1,97 m/ Puffer-Substrat-Gemisch (250 m/ 0,06m
Na,P,0,-Puffer pH 8,5 und 50 m/ 2m Athanol vereinigt) (13).

1) Bezogen von Behringwerke, Marburg.

2) Special Agar Noble, Difco Laboratories, Detroit, USA.

3) Die Testsubstanzen wurden von den Firmen C. F. Bochringer,
Mannheim, und E. Merck, Darmstadt, bezogen.
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In gleicher Weise wird die Aktivitit der Kontrollen bestimmt. Von
der jeweils gemessenen Aktivitit des Ansatzes bzw. der Kontrolle
a) wird die der Kontrollen b) und c) substrahiert.

Eine Enzymeinheit ist diejenige Menge HADH, die unter obigen
Bedingungen 1 uMol Athanol pro Min. umsetzt.
Enzymaktivititshemmtest fiir LADH: 0,1 m/ LADH (£ 10 ug
Enzymprotein in 0,02 Phosphatpuffer pH 7,0 gel6st) werden mit
0,2 m/ LADH-Antiserum 120 Min. bei 37° und 24 Stdn. bei 1°
inkubiert.

In gleicher Weise werden folgende Kontrollen angesetzt:

a) 0,1m/ LADH (s.0.) mit 0,2m/ Serum vom unbehandelten
Kaninchen,

b) 0,2m/ LADH-Antiserum mit 0,1 m/ 0,02v Phosphatpuffer
pH 7,0,

c) 0,2 m/ Serum vom unbehandelten Kaninchen mit 0,1 m/ 0,02m
Phosphatpuffer.

Verschiedene Zeiten nach Vereinigung von Antiserum und Antigen
wird jeweils 0,10 m/ aus Ansatz bzw. Kontrollen entnommen und
die Enzymaktivitit wie oben gemessen.

Der Ansatz fiir den UV-Test enthilt: 0,10 m/ Probe, 0,10 m/0,02m
NAD3), 0,10 m/ Athanol p.a. und 2,7 m/ 0,1 Glycin-NaOH-
Puffer pH 9.6 (14). Die Enzymaktivitit der Kontrollen b) und c)
wird von der jeweiligen Aktivitit des Ansatzes bzw. der Kontrolle
a) substrahiert. Eine Enzymeinheit ist diejenige Menge LADH, die
unter obigen Bedingungen 1 #Mol Athanol pro Min. umsetzt.

Nephelometrische Enzymproteinmessung
Aufstellung von Eichkurven fiir HADH

Die bei der Vereinigung von Enzymprotein mit spezifischem Anti-
korper auftretende Triibung wird im Photometer Eppendotf bei
334 nm in einer Thermokiivette!) der Schichtdicke d = 1 cm bei
37° in folgendem Ansatz gemessen:

Zu 0,2 m/ Antiserum der Charge A wird die zu 2,0 m/ Gesamt-
volumen benétigte Menge an 0,15 NaCl, 0,002x an EDTA, zu-
gegeben und nach Mischen die Reaktion mit 0,6—27,0 ug HADH
in 0,15M NaCl, 0,002m an EDTA, geldst, in der Kiivette gestartet,
Der Blindwert (Ansatz ohne HADH) wird von der jeweiligen
Extinktion abgezogen.

Da die meBbare Extinktionsinderung in einem Gesamtvolumen
von 2,0 m/ gering und auBlerdem die Bildung des Antigen-Anti-
koérperkomplexes durch EDTA gehemmt werden kann (15), haben
wir das Gesamtvolumen auf 0,35 m/ reduziert und EDTA weg-
gelassen.

In folgendem Ansatz werden 0,2 m/ Antiserum Charge B mit 0,15m
NaCl unter Beriicksichtigung der zugegebenen HADH-Menge
(0,15—9,0 ug), durch die die Reaktion in der Kiivette bei 25°
ausgeldst wird, auf 0,35 m/Gesamtvolumen aufgefiillt. Im gleichen
Ansatz wird der EinfluB verschiedener NaCl-Konzenttationen
(0,015 und 1,5M) auf die Bildung des Antigen-AntikSrperkom-
plexes untersucht.

Messung von HADH-Eng ymproteinen in Serum und Hefe-Homaogenar

Hierzu wird HADH-Antiserum Charge A in folgendem Ansatz ver-
wandt: Zu 0,1 m/ HADH-Antiserum wird die fiir ein Gesamt-
volumen von 0,40 m/ erforderliche Menge an 0,15M NaCl gegeben
und die Reaktion nach Mischen mit 0,15—3,0 ug HADH zur Auf-
stellung einer Eichkurve oder mit 0,02 m/ Hefe-Homogenat in der
1-cm-Kiivette bei 25° ausgeldst und bei 366 nm gemessen?). Die in
diesem Ansatz zur Verfiigung stehenden 0,3 m/ Testvolumen
werden fiir die Messung von HADH-Enzymproteinen in Gegen-
wart von Fremdproteinen (Blutserum vom Menschen) verwendet.
Die Zusammensetzung der Ansitze zur Messung von HADH-
Enzymproteinen in Serum und Hefe-Homogenat sind aus den
Tabellen 1 und 2 zu ersehen.

1) Temperierbare Kiivettenwechselautomatik fiir 6 Kleinkiivetten
mit angeschlossenem Schreiber (lineare Extinktionsregistrierung),
Rechteckblende 1770 oder Ringblende 1775 des Photometers
EPrPENDORF.

3.



20 Kleine: Immunchemische Bestimmung der Alkoholdehydrogenase

Aufstellung von Eichkurven fiir LADH

Die nephelometrische Enzymproteinmessung von LADH erfolgt
bis 334 nm und 25° nach dem gleichen Prinzip im folgenden An-
satz:

Zu 0,2 m/ LADH Antiserum wird die fiir ein Gesamtvolumen von
0,35 m/ erfordetliche Menge an 0,154 NaCl gegeben und die
Reaktion mit 0,25—6 ug LADH in der 1-cm-Kiivette ausgelost?).
Im gleichen Ansatz wird der EinfluB verschiedener NaCl-Konzen-
trationen (0,015x und 1,5M) auf die Bildung des Antigen-Anti-
kérperkomplexes untersucht.

Leerwert

Da die Extinktion des Leerwertes (Ansatz ohne Antigen) trotz
Zentrifugierens der verwendeten Ldsungen in einem Gesamt-
volumen von 0,35 bzw. 0,40 m/ fiir 0,2 bzw. 0,1 m/himolysefreies

Tab. 1

Nephelometrische Messung des Enzymproteins von Alkoholdehydro-
genase in Hefehomogenat (28 IU (37°)/mg Biuretprotein).
Eingesetzt werden 0,02 m! Homogenat £ 0,145 IU £ 0,69 ug Enzym-
protein des Eichpraparates. Gesamtvolumen 0,40 ml, 366 nm, d =
1 cm, 25°, Die Reaktion wird in der Kiivette mit 0,02 ml Homogenat
ausgeldst. Doppelbestimmung

EIIG . ESIO
nach 50 Min. nach 70 Min.

Inkubation Inkubation

Eingesetzt: 0,69 » Enzymprotein (rechnerisch ermittelt)
Leerwert a): 0,10 ml Antiserum Charge A

0,30 m! 0,15M NaCl 0,013 0,018
Leerwert b): 0,02 m!/ Homogenat

0,38 m! 0,15 NaCl 0,014 0,017
Probe: 0,10 ml Antiserum Charge A

0,28 ml 0,15 m NaCl 0,093 0,101

0,02 ml Homogenat
Probe — Leerwerte a) und b): 0,066 0,066

Gefunden: 0,82 bzw. 0,73 ug Enzymprotéin

Tab. 2
Nephelometrische Messung des Enzymproteins der Hefealkoholde-
hydrogenase (HADH) in Blutserum vom Menschen. Gesamtvolumen
0,40 ml, 366 nm, d = 1 cm, 25°. Inkubationszeit 50 Min. Die Reaktion
wird mit 0,10 m! Antiserum in der Kiivette ausgeldst

El 6 nm

Eingesetzt: 0,3 ug HADH-Enzymprotein

Leerwert a): 0,10 ml Antiserum Charge A
0,20 m! Blutserum vom Menschen
0,10 m! 0,15M NaCl
Leerwert b): 0,01 ml HADH
0,20 m/ Blutserum vom Menschen
0,19 m! 0,15m NaCl
0,01 ml HADH
0,09 m! 0,15M NaCl
0,20 m! Blutserum vom Menschen
0,10 ml Antiserum Charge A

0,104

0,022
Probe:
0,149

Probe — Leerwert a) und b) 0,023

gefunden: 0,29 ug HADH-Enzymprotein

Eingesetzt: 0,6 ug HADH-Enzymprotein

0,02 ml HADH

0,20 m! Blutserum vom Menschen A
0,08 m!l 0,15M NaCl 0,080
0,10 m! Kaninchennormalserum

0,02 ml HADH :

0,20 m! Blutserum vom Menschen A bzw. B
0,08 m/ 0,15M NaCl 0,131
0,10 m! Antiserum Charge A

Leerwert:
B
0,012
Probe:
0,059

Probe — Leerwert: 0,051 0,047

gefunden: 0,64 bzw. 0,59 ug HADH-Enzymprotein

1) Tempetierbare Kiivettenwechselautomatik fiir 6 Kleinkiivetten
mit angeschlossenem Schreiber (lineare Extinktionsregistrierung),
Rechteckblende 1770 oder Ringblende 1775 des Photometers
EPPENDORF,

Antiserum bei einer Inkubationstemperatur von 37° steil ansteigt,
wird diese auf 25° herabgesetzt und die bei dieser Temperatur vet-
langsamte Antigen-Antikdrperreaktion in Kauf genommen. Wei-
tere Versuche, die Extinktion des Leerwertes zu erniedrigen (Fil-
trieten, Inkubation bei 56° mit anschlieBendem Filtrieren, Ultra-
zentrifugation des Antiserums), zeitigten nicht den gewiinschten
Erfolg.

Ergebnisse
Erzeugung und Nachweis von Antikdrpern
Alkoboldehydrogenase ans Hefe (HADH)

8 Tage nach der ersten Injektion lassen sich immunelek-
trophoretisch und im Owuchterlony-Test bereits HADH-

Ouchterlony-Platten-Test in 1proz. Agar in Veronalpuffer pH 8,6

Obere Locher: Antigen: a) und b) Hefealkoholdehydrogenase (HADH),
c) Leberalkoholdehydrogenase (LADH)
Untere Lécher: Antiserum: a) HADH-Antiserum Charge A, b) HADH-
Antiserum Charge B, ¢) LADH-Antiserum
Einzelheiten s. Text

Q.

Abb. 2
Immunelektrophorese verschiedener Alkoholdehydrogenasen in

1proz. Agar, 0,05M Triithanolamin-Puffer pH 7,4

Im Startloch war: a) und b) Hefealkoholdehydrogenase (HADH),

©) Leberalkoholdehydrogenase (LADH) !

In der Mittelrinne war: a) HADH-Antiserum Charge A, b) HADH- '

Antiserum Charge B, ¢) LADH-Antiserum
Einzelheiten s. Text

Z. Klin. Chem. u. klin. Biochem. [ 6. Jahtg. 1968 [ Heft 1
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Hemmung der Aktivitit der Hefe-
alkoholdehydrogenase dutch ihr spe-
zifisches Antiserum in vitro
Testansatz s. Methodik

o o Aktivitdt ohne Antiserum

Hemmung der Aktivitit der Al-
koholdehydrogenase aus Pferde-

leber durch ihr spezifisches Anti-

serum 71 vitro
‘Testansatz s. Methodik

Nephelometrische Messung des Enzym-
proteins der Hefealkoholdehydrogenase
(HADH)

Gesamtvolumen 2,0 m/, 0,2 m/ HADH-

o Aktivitit mit Antiserum

prizipitierende Antikorper im Kaninchenblutserum
nachweisen, jedoch haben diese Seren noch niedrige
Titer. 1 Monat nach der ersten Injektion gewonnene
Seren mit einem Titer von 4 (Charge A) zeigen im
Ouchterlony-Test und in der Immunelektrophorese eine
Pra21p1tat1onsl1me (Abb. 1 u. 2). Geboosterte Seren
(Charge B) weisen im Ombterlwyl-Test 3 Prizipitations-
linien (zwei davon sind bis zur Verdiinnung 1: 4 sicht-
bar, Abb. 1), immunelektrophoretisch 4—5 Linien
(Abb. 2) auf.

Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (L ADH)

Das nach der angegebenen Methode gewonnene Anti-
serum mit einem Titer von 8 gibt mit LADH sowohl im
Ouchterlony-Test als auch in der Immunelektrophorese
eine Prizipitationslinie (Abb. 1 u. 2).
Kreuzreaktionen (HADH-Antiserum Charge A und B
gegen LADH, LADH-Antiserum gegen HADH) wet-
den weder immunelektrophoretisch noch im Ouchser-
Jony-Test beobachtet.

Hemmung der Enzymaktivitit der HADH und
LADH durch spezifische Antiseren
Hefealkoholdehydrogenase (HADH)

0,2 m/ HADH-Antiserum der Charge A und B hemmen
0,3—6 ug HADH innerhalb 30 Min. um mehr als 91%
der Ausgangsaktivitit (Abb. 3). In den ersten 60 Sek.
nach Vereinigung von Enzym und Antiserum sind be-
reits bis zu 909, der Ausgangsaktivitit gehemmt. Jedoch
wird die Enzymaktivitit nie vollstindig gehemmt,
weder in Inkubationsansitzen bis zi1 2 Stdn. bei 37° noch
bei 1° nach 23 Stdn. Doppelbestimmungen zeigen gut
iibereinstimmende Werte.

Pferdeleberalkoholdehydrogenase (LADH)

0,2 m/ spezifisches Antiserum hemmen 10 ug LADH-
Enzymprotein um 309, der Ausgangsaktivitit (Abb. 4).

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem: / 6. Jahrg. 1968 [ Heft 1

o——o Aktivitdt ohne Antiserum
e Aktivitit mit Antiserum

Antiserum Charge A, d =1 cm, 334 nm,
37°, 0,015m NaCl 0,002m an EDTA

. ® Inkubationszeit 5 Min.
o Inkubationszeit 30 Min.

Die doppelte Enzymmenge wird unter den gleichen Be-
dingungen nur um 109, gehemmt. Die Zeit, die bis zum
Eintritt der groBtmdglichen Enzymhemmung bendtigt
witd, ist etwa 10mal so lang wie beim HADH-Ver-
such.

Nephelometrische Enzymproteinmessung
Eichkaurven fir HADH

Bei einem konstanten Ansatzvolumen von 2,0 m/ ver-
liuft die Extinktionszunahme bei einer Inkubations-
dauer von 5 bzw. 30 Min. zwischen 0,6 und 3,0 ug
HADH als Antigen und 0,2 m/ Antiserum Charge A
linear und erscheint fiir quantitative Enzymprotein-
bestimmungen geeignet (Abb. 5). Gro3ere Mengen von
HADH (Antigen-UberschuBl) bewirken eine Ver-
minderung der Extinktion: Die Immunprizipitate wer-
den nach 5 Min. Inkubationsdauer bei 12 ug bzw.
nach 30 Min. Inkubationsdauer bei 18 ug wieder 16s-
licher, jedoch nach verschieden langer Inkubation in
unterschiedlicher Weise (Abb. 5).

Ein konzentrierterer Ansatz (0,35 m/ Gesamtvolumen)
bringt, wie erwartet, eine bessere Extinktionsausbeute.
Die Abhingigkeit von der Inkubationszeit und der
Antigenmenge bei konstantem Antiserumvolumen (Anti-
serum der Charge B) ist in Abbildung 6 zu sehen. Der
Extinktionszuwachs dndert sich nach der 50. Inkubations-
minute fir 0,3—4,5 ug HADH in 0,15 NaCl wenig,
fiir 6—9 ug HADH-Enzymprotein wird das Extink-
tionsmaximum bereits nach der 30. bzw. 40.Inkubations-
minute erreicht. Fiir die Salzkonzentrationen 0,015M und
1,5 NaCl werden ihnlich verlaufende Kurven erzielt
(vgl. Abb. 10 fiir LADH), jedoch wird in 1,5m NaCl das
Extinktionsmaximum bereits nach -der 40. Inkubations-
minute fiir alle eingesetzten Enzymproteinmengen be-
obachtet. In den Kurven (Abb. 6—11) stellen die je-

‘weiligen Werte Mittelwerte aus 2—4 Einzelmessungen

da_r.
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drogenase (HADH) in Abhingigkeit
von der Inkubationszeit .

Gesamtvolumen 0,35 ml. 0,15M NaCl,
0,2 m! Antiserum Charge B, d =1cm o
334 nm, 25° (s. Methodik)

Zur Aufstellung von Eichkurven werden fiir 0,15M und
0,015 NaCl die Extinktionen der 50. Inkubations-
minute gewihlt, fiir 1,5 NaCl diejenigen der 40. In-
kubationsminute (Abb. 7 u. 8.).

Die Eichkurve mit HADH-Antiserum Charge B setzt
sich in 0,15 NaCl reproduzierbar aus zwei Kurven
unterschiedlichen Anstiegs zusammen (Abb. 7): Im Bereich
von 0,15 ug bis 2 ug HADH hat 1 ug die Extinktion
E34rm — 0,076 4- 0,004, zwischen 2 ug und 5 ug
HADH E = 0,108 4 0,008. Der Unterschied ist signi-
fikant (p = 0,001, t-Test). Die durchschnittliche Ex-
tinktion fiir 1 yg HADH errechnet sich hieraus mit
E3¥m = 0,089 4 0,017.

Fir die Salzkonzentrationen 0,015 und 1,5 NaCl
dndert sich diese Extinktion nicht: Sie betrigt fiir beide
NaCl-Konzentrationen E3*® = 0,091 4- 0,008 pro
1 ug HADH, nach der 50. bzw. 40. Inkubationsminute
gemessen. Im Gegensatz zur 0,15M NaCl-Eichkurve ver-
laufen diejenigen der 0,015M bzw. 1,5 NaCl-Konzen-
trationen Jinear (Abb. 8).

Im Gegensatz zum HADH-Antiserum (Charge B) zeigt
die Eichkurve mit HADH-Antiserum Charge A in
0,15M NaCl einen /Jinearen Kurvenverlauf zwischen 0,15
und 1 ug HADH-Enzymprotein, eine gusammengeset3te
Kurve ist #icht zu sehen (Abb. 7). Die Extinktion fiir
1 ug HADH betrigt EJ* "™ — 0,080 + 0,007 fiir die
50. Inkubationsimnute und E = 0,090 4 0,009 fiir die
70. Minute.

Eichkurven fiir LADH

Die Abhingigkeit der Extinktion von Inkubationszeit,
Antigenmenge und Salzkonzentration bei konstantem
Antiserumvolumen ist in den Abbildungen 9 und 10 zu
sehen. Das Extinktionsmaximum wird fiir die einge-

(HADH)
¢ Gesamtvolumen 0,35 ml, 0,15M NaCl,
0,2 ml Antiserum Charge B, 334 nm
o Gesamtvolumen 0,40 ml, 0,15m NaCl,

0,1 ml Antiserum Charge A, 336 nm.
25°, d = 1 cm (s. Methodik)

(HADH) in verschiedenen Salzkonzen-
trationen

o e 1,5M NaCl,
o——o 0,015M NaCl

Gesamtvolumen 0,35 ml, 0,2 ml Antikdrper
Charge B, d = 1 cm, 334 nm, 25° (s.
Methodik)

setzten Enzymproteinmengen in 0,15M und 0,015 NaCl
nach der 40. Inkubationsminute etreicht, in 1,5 NaCl
fiir hohere Konzentrationen an LADH bereits nach der
20. bis 30. Inkubationsminute (Abb. 10). Die Extinktion
fir 1 ug LADH betrigt in 0,15 NaCl E3rm
= 0,127 4 0,003, in 0,015 NaCl E3% 22— 0,179 +
0,008 und in 1,5 NaCl E3*¢rm = 0,150 4 0,008 nach
der 40. Inkubationsminute (Abb. 11). Die mittleren
Extinktionswerte fiir 1 ug LADH in den 3 NaCl-
Konzentrationen unterscheiden sich untereinander sig-

nifikant (p < 0,001, t-Test).

Messung von H.ADH-Eng ymprotein im Hefehomogenat
In einem in 0,5 Glycyl-Glycin-Puffer pH 7,4 extra-
hierten und bei 3000 U./Min. abzentrifugierten Hefe-
homogenat mit einer HADH-Aktivitit von 28 IU
(37°)/mg Biuretprotein (entsprechend 133,4 ug Enzym-
protein des Eichpriparates, rechnerisch ermittelt) werden
143,2 ug HADH-Enzymprotein nephelometrisch ge-
messen (Tab. 1). Hierzu werden allerdings lingere In-
kubationszeiten erforderlich.

Messung von HADH-Eng ymprotein in Serum

In Gegenwart eines Uberschusses an Fremdprotein
werden mit Hilfe der nephelometrischen Enzymprotein-
Messung 0,3 ug und 0,6 ug HADH mit guter Ausbeute
und einem mittleren Fehler von + 49, wiedergefunden.
(Tab. 2). Die Enzymaktivitit der HADH bleibt in
Gegenwart von Serum vom Menschen unbeeinfluBt,

Einfluft der Wellenlinge auf die Extinktionsanshente

Das Messen der Triibung bei anderen Wellenlingen er-
gibt eine deutliche Verminderung der Ausbeute: Setzt
man die bei 334 nm gemessene Extinktion gleich 100%,,

Z, klin. Chem. u, klin. Biochem. [ 6. Jahrg. 1968 / Heft 1
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Nephelometrische Messung des
Enzymproteins der Leberalkohol-
dehydrogenase (LADH) in Ab-
hingigkeit von der Inkubations-
zeit und der NaCl-Konzentration

Gesamtvolumen 0,35 ml, 0,15m
NaCl, 0,2 m! Antiserum, d=1cm,
334 nm, 25° (s. Methodik)

Nephelometrische Messung des
Enzymproteins det Leberalkohol-
dehydrogenase (LADH) in Ab-
hingigkeit von der Inkubations-
zeit und der NaCl-Konzentration

Gesamtvolumen 0,35 ml, 1,5m NaCl,
0,2m! Antiserum,d=1 cm, 334 nm,
25° (s. Methodik)

Nephelometrische Messung des Enzym-

proteins der Leberalkoholdehydrogenase

(LADH) in verschiedenen NaCl-Konzen-
trationen

Gesamtvolumen 0,35 m!/, 0,2 ml Antiserum,
d =1 cm, 334nm, 25° (s. Text)

so werden bei 366 nm 849, 436 nm 50%, 492 nm 37%,
546 nm 359, und bei 578 nm 329, dieses Wertes ge-
messen. : : '

Diskussion

Die Hemmung der Aktivitit der Alkoholdehydrogenase
aus Hefe (HADH) durch spezifische Antikorper ist be-
reits bekannt (16—19). Obwohl bei Antikorperiiber-
schuB bereits 20 Sek. nach der Vereinigung von HADH
mit dem spezifischen Antikérper mehr als 709, ibrer
Aktivitit gehemmt wird, scheint die Bindung des Anti-
korpers nicht an den aktiven Zentren des Enzyms statt-
zufinden (18).

Die Aktivitit der Alkoholdehydrogenase aus Pferde-
leber (LADH) wird durch spezifische Antikdrper weit
weniger gehemmt. Es erscheint uns deshalb unange-
bracht, mit Hilfe der Entaktivierung von Enzym-
aktivititen durch spezifische Antikorper einen Test zur
Messung des Enzymproteins aufzubauen.

Die Messung von Proteinen im Blutserum mit Hilfe
ihres prizipitierenden Antigen-Antikérper-Komplexes
ist seit langern bekannt (5, 6, 20—29) und mit der ver-
besserten Darstellung von Reinproteinen vervollkomm-
net worden (7—9, 24).

Die gute Ubereinstimmung bei diesen Untersuchungen
zwischen dem nach HEIDELBERGER und KENDALL be-
stimmten N-Gehalt im Prizipitat mit der nephelome-
trisch gemessenen Antikérper-Antigen-Menge (8, 9)
veranlaBten uns, die bei der Vereinigung von Enzym-
protein und Antikdrper entstehende Triibung im Photo-
meter Eppendotf in einem Setien-Mikro-Test zur Er-
fassung von Enzymproteinen der HADH und LADH
aufzubauen.

Z. Klin. Chem. u. klin. Biochem. / 6. Jahrg. 1968 / Heft 1

Bei der Aufstellung von Eichkurven fiir HADH-En-
zymprotein ergeben zwei verschiedene Antiseren (ein
nicht geboostertes mit niedrigem Titer und ein ge-
boostertes mit hohem Titer) usnterschiedliche Eichkurven:
Beide Seren zeigen in einem Bereich zwischen 0,15 ug
und 1,0 ug Enzymprotein identische Extinktionen und
einen linearen Kurvenverlauf, bei hdheren Enzym-
konzentrationen steigt die mit dem geboosterten Serum
erlangte Eichkurve steil an, wihrend diejenige mit dem
nicht geboosterten Antiserum relativ flach verlauft (Abb. 7).
Die mit dem geboosterten Antiserum gewonnene Eich-
kurve setzt sich reproduzierbar aus zwei Kurven unter-
schiedlichen Anstiegs zusammen. Da dieses Serum im
Ouchterlony-Test und in der Immunelektrophorese gegen-
iiber HADH 3 bzw. 4 verschiedene, nicht ineinander
iibergehende Prizipationslinien zeigt, was entweder auf
Isoenzyme der HADH (30, 31, 33) oder aber auf Ver-
unreinigungen des Enzympriparates, die beim Boostern
besonders stark herauskommen, zuriickgefithrt werden
kann, lieBe sich die aus zwei Kurven zusammengesetzte
HADH-Eichkurve in 0,15 NaCl insofern hierauf zu-
riickfithren, als bei niedrigeren Konzentrationen an
HADH sich jene Stérfaktoren infolge ihrer viel geringe-
ren Menge nicht bemerkbar machen wiirden. Dieses
Phinomen der zusammengesetzten Eichkurve ist jedoch
abhingig von der NaCl-Konzentration, in der die Anti-
gen-Antikorperreaktion stattfindet: In 0,015M und
1,5M NaCl werden nur einfach-lineare Eichkurven fiir
HADH gefunden.

Aus den Untersuchungen von NajjaR und FIsHER ist
bekannt, da Kaninchen Antikdrper auf HADH-Anti-
korper-Komplexe bei lingeren Immunisierungszeiten
bilden. Da verschiedene Salzkonzentrationen jeweils be-
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stimmte Antigen-Antikérper-Komplexe zum Ausfillen
bringen (32, 2—4), nehmen wir an, daB die in 0,15M NaCl
gefundene, zusammengesetzte Eichkurve auf den’sich
bei héheren Antigen-Antikérper-Konzentrationen be-
merkbar machenden (Antigen-Antikdrper)-AntikSrper-
Komplex zuriickzufiihren ist, der in 0,015M bzw. in 1,5m
NaCl nicht in dem gleichen AusmaB8 gebildet werden
diirfte.

Auch die bei der LADH-Antikorperreaktion beob-
achteten, in verschiedenen NaCl-Konzentrationen unter-
schiedlichen Eichkurven diirften auf verschiedenartige
Loslichkeit des Antigen-Antikérperkomplexes und mog-
licherweise auch auf Koprizipitation zuriickzufiihren
sein.

Um diese moglichen Storreaktionen auszuschalten,
haben wir einen Test zur Messung von HADH-Enzym-

protein mit einem ungeboosterten Antiserum aufgebaut
und das HADH-Enzymprotein im Hefehomogenat
bzw. in Gegenwart von viel Fremdprotein gemessen.

Im Hefehomogenat stimmt die aus der Enzymaktivitit
berechnete Menge an Enzymprotein gut mit der
nephelometrisch gefundenen iiberein. Durch lingere
Inkubationszeiten (bis 70 Min.) kann die durch Ko-
prizipitation verursachte Triibung eliminiert werden.
In Gegenwart von viel Fremdprotein (Blutserum vom
Menschen) wird das eingesetzte HADH-Enzympro-
tein mit einem mittleren Fehler von + 49, wieder-
gefunden.

Herrn Prof. Dr. H. Hivz danke ich fiir wertvolle Anregung, Be-
ratung und Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit
sowie Herrn Dr. H. EckstEmn fiir die Uberlassung des Hefe-
homogenates.
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