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1. Kilinische Bedeutung und Testprinzip

Bactericidal / Permeability Increasing Protein (BPI Protein) ist ein Be-
standteil der azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten. Es ist
ein stark positiv geladenes, an die Membran assoziiertes, zytotoxisches
Protein von 55 kD, das nur in Zellen gefunden wird, die aus
Myeloblasten stammen. Die hohe Toxizitat des BPI ist ausschlief3lich
gegen gram-negative Bakterien gerichtet.

Es gibt eine Anzahl von Serumproben, die in der indirekten Immun-
fluoreszenz eine positive Reaktion zeigen (CANCA oder pANCA-Muster),
aber im anti-PR3- oder anti-MPO-ELISA negativ sind. Solche Proben
konnen Antikorper gegen das BPI-Protein enthalten.

BPI ist - neben PR3 und MPO - das dritte wichtige Antigen in der ANCA-
Diagnostik. Nach bisherigen Untersuchungen sind BPI-Antikdrper mit
zystischer Fibrose (Mukoviszidose), entzundlichen Darmerkrankungen
wie Colitis ulcerosa, primarer sklerosierender Cholangitis und Auto-
Immun-Hepatitis assoziiert.

Der Anti-BPI-IgG-ELISA ist ein  Sandwich-Enzymimmunoassay.
Wahrend der Probeninkubation binden anti-BPI-Antikérper aus den
verdinnten Patientenproben und Standards an hochreines BPI, das auf
der Oberflache von Mikrotiter-Vertiefungen immobilisiert ist.

Nach einem Waschschritt wird Peroxidase-markiertes anti-human IgG
zugesetzt, das an die anti-BPI-Antikorper bindet. Nach einem weiteren
Waschschritt wird die gebundene Enzymmenge uber den Umsatz von
Tetramethylbenzidin (TMB) bestimmt. Dabei entsteht zunachst ein
blauer Farbstoff. Der Zusatz von Schwefelsdure stoppt diese
Nachweisreaktion und bewirkt einen Farbumschlag nach Gelb.

Die Extinktionen der Proben werden dann mit einem Mikrotiterplatten-

photometer bei 450 nm gemessen und mit Hilfe der im Test eingesetzten
Standardreihe in Konzentrationen umgerechnet.
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3.

Vorsichtsmalihahmen

Dieser Kit ist lediglich zum in vitro-Gebrauch bestimmt.

Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.
Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8 < lag ern.
Wahrend der Testdurchfiihrung Einmal-Handschuhe tragen.

Einige der Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Natrium-
azid. Verschlucken und Beriihren mit der Haut vermeiden.

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanen Ursprungs
sind, ergaben bei der Prufung auf HBsAg, HCV bzw. HIV I/IlI-
AntikOrper ein  negatives Ergebnis. Trotzdem kann das
Vorhandensein solcher infektioser Erreger nicht mit absoluter
Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Reagenzien sollten deshalb
wie potentiell infektioses Material behandelt werden.

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die tierischen Ursprungs
sind, stammen von gesunden Tieren, die von einer zertifizierten
Stelle untersucht wurden. Die Reagenzien sollten trotzdem wie
potentiell infektioses Material behandelt werden.

Lagerung und Stabilitdt der Reagenzien

Der Kit ist bei Lagerung zwischen 2 - 8 T bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der Kit bis zum Verfallsdatum
haltbar. Zur Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien siehe
Vorbereitung der Reagenzien.

Alle Reagenzien mussen vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur ge-
bracht und sofort nach Gebrauch wieder kuhl gestellt werden.

4.1

4.2

Inhalt des Testbestecks

MT-Streifen 12 Stick
Mikrotiterstreifen mit je 8 Kavitaten, einzeln abbrechbar
beschichtet mit hochreinem BPI-Protein

Enzymkonjugat 1 Flaschchen
12 ml, gebrauchsfertig

Anti-human IgG vom Kaninchen

konjugiert an Peroxidase, rot eingefarbt
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4.3 Standards 6 Flaschchen
je 1 ml vorverdiinntes Humanserum, gebrauchsfertig

Konzentrationen:
Standard S1 S2 S3 S4 S5 S6
u/ml 3,12 6,25 12,5 25 50 100
4.4 Positive Kontrolle 1 Flaschchen

1 ml vorverdiinntes Humanserum, gebrauchsfertig

4.5 Probenverdinnungspuffer 1 Flaschchen
15 ml, Konzentrat, blau eingefarbt
Inhalt mit bidest. Wasser auf 100 ml aufftllen.

4.6 Waschpuffer 1 Flasche
75 ml, Konzentrat
Inhalt mit bidest. Wasser auf 1 Liter auffullen.

4.7 Substrat 1 Flaschchen
12 ml TMB-L6sung, gebrauchsfertig

4.8 Stopplosung 1 Flaschchen
12 ml, gebrauchsfertig
Enthalt 0,08M Schwefelsaure
Vorsicht, atzend!

Zusatzlich bendtigte Materialien und natzliche Hilf ~ smittel
Variable Prazisionspipetten mit auswechselbaren Spitzen (20, 100 ul)

Multipette (Eppendorf) mit auswechselbaren Aufsatzen fir unter-
schiedliche Volumina

Mehrkanalpipette oder Waschgerat
Photometer flr die Auswertung von Mikrotiterplatten
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5. Vorbereitung der Reagenzien und Proben
Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen.

5.1 Patientenproben

Serum- bzw. Plasmaproben missen bei -20 T gelagert werden.
Wiederholtes Auftauen und Wiedereinfrieren soll vermieden werden.
Hamolytische Proben sollten nicht verwendet werden.

Die Patientenproben mussen fur die Messung 1:51 mit Probenverdin-
nungspuffer verdinnt werden (z.B.: 20 pl Probe + 1 ml Puffer).
Verdlinnte Proben, die flr eine eventuelle Wiederholungsmessung
aufbewahrt werden sollen, missen ebenfalls eingefroren werden.

5.2 MT-Streifen

Mikrotiterstreifen im geschlossenen Folienbeutel auf Raumtemperatur
bringen. Die nicht bendtigten Mikrotiterstreifen dem Halterahmen
entnehmen, wieder in den Beutel legen (das Trockenmittel im Beutel
belassen) und diesen sorgfaltig verschliel3en.

Fur die Bearbeitung von neuen Testkits sollte immer ein Halterahmen
aufbewahrt werden, in den dann die jeweils bendtigten Mikrotiterstreifen
gesetzt werden kdnnen.

5.3 Probenverdinnungspuffer

Inhalt des Flaschchens mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffullen.
Der fertige Probenverdinnungspuffer muf3 bei 2 - 8 °C gelagert werden
und ist dann mindestens 2 Monate haltbar.

5.4 Waschpuffer

Inhalt des Flaschchens mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffullen.
Der fertige Waschpuffer mul bei 2 - 8 T gelagert werden und ist dann
mindestens 2 Monate haltbar.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

Testdurchflihrung

Proben-Inkubation

Jeweils 100 pl Probenverdinnungspuffer (als Leerwert oder als
Nullstandard), je 100 pl der Standards (S1 bis S6), der Positiven
Kontrolle und 100 pl der verdinnten Proben (vorzugsweise als
Doppelbestimmungen) in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen
pipettieren. Streifen 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Waschen

Vertiefungen entleeren, mit ca. 250 pl Waschpuffer fallen, und
wieder entleeren. Diesen Vorgang insgesamt 3 - 4 mal durchfthren.
Anschlie3end die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine saugfahige
Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flissigkeitsreste zu entfernen.

Konjugat-Inkubation
Jeweils 100 ul Enzymkonjugat in die Vertiefungen fillen. Streifen
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Waschen
Wie unter Punkt 6.2 beschrieben.

Substrat-Inkubation
Jeweils 100 pl Substrat in die Vertiefungen ftllen und 5 - 10 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

Stoppen der Substratinkubation

Jeweils 100 pl Stopplésung in die Vertiefungen flllen; dabei die
gleiche Reihenfolge und den gleichen Zeittakt einhalten wie bei Zu-
gabe der Substratlosung.

Messung

Streifen im Mikrotiterplattenphotometer bei einer MelRwellenlange
von 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und 650 nm)
gegen Luft messen. Die Messung sollte innerhalb von 10 Minuten,
spatestens innerhalb 1 Stunde nach dem Abstoppen erfolgen.
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/. Auswertung

Fur die Erstellung der Standardkurve werden die OD-Werte der Stan-

dards (linear) gegen die entsprechenden Konzentrationen der Standards
(logarithmisch) aufgetragen. Die Konzentrationen der BPI-Autoantikdrper

in U/ml des unverdiinnten Patientenserum kénnen dann direkt aus der
Eichkurve abgelesen werden. Die im Test verwendete 1:51-Verdinnung
wurde bei den Konzentrationsangaben der Standards bertcksichtigt.

Die folgende Abbildung zeigt ein typisches Beispiel einer Standardkurve.
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8. Interpretation der Ergebnisse

Referenzbereiche fir AntikGrper gegen das BPI-Protein missen noch
ermittelt werden. Die im anti-BPI-IgG ELISA gefundenen Werte von
Patientenproben wurden mit den von der Arbeitsgruppe Zhao/Lockwood,
Universitat Cambridge, ermittelten Werten verglichen. Zuséatzlich wurde
im anti-BPI-IgG ELISA ein Normalkollektiv getestet. Die Ergebnisse sind

in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

Aus diesen Daten kann ein vorlaufiger Cut-off Wert von ca. 4 U/ml

angenommen werden.
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Normalseren (n=34)
Patientenseren, die mit dem Test nach (1) negativ gefunden wurden (n=18)
Patientenseren, die mit dem Test nach (1) positiv gefunden wurden (n=23)

(1) M.H. Zhao, S.J. Jones, C.M. Lockwood

Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI)
for anti-neutrophil cytoplasmatic auto-antibodies (

Clin. Exp. Immunol. 99 (1995) 49-56
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Pipettierschema

Standards S1 - S6 100 pl
Positive Kontrolle 100 pl
Patientenproben 1:51 verdinnt 100 pl

!
60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

l
3 -4 x Waschen

|

| Enzymkonjugat | 100 pl

i
30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
!

3 -4 x Waschen
l

| Substrat | 100 pl

!
5 - 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur

|

| Stopplésung | 100 pl

!
Messung der Extinktion bei 450 nm
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