ECP TEST

Enzym-Immuno-Assay (EIA) zur quantitativen Bestimmung von ECP
in humanem Serum
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Hintergrund

Die Proteine ,Eosinophiles Cationisches Protein®
(ECP), ,Eosinophil-derived Neurotoxin® (EDN)
und ,Major Basic Protein“ (MBP) sind Mediatoren
aktivierter eosinophiler Granulozyten. ECP und
EDN kommen in der Matrix der Granula eosino-
philer Zellen vor, wahrend MBP im Kern der
Granula lokalisiert ist. ECP und EDN gehoren zu
der Ribonuclease A Superfamilie und sind in ihrer
Funktion zytotoxisch.

Aktivierte eosinophile Zellen spielen eine wichtige
Rolle im spateren Verlauf eines Asthmaanfalls
und bei der durch Asthma bedingten
entzundlichen Reaktion der Atemwege. Da ECP
von aktivierten eosinophilen Zellen freigesetzt
wird, dient es als diagnostischer Marker der
Aktivierung und Degranulierung dieser Zellen.
Der ECP TEST ermdglicht die spezifische und
hoch sensitive Quantifizierung von ECP in
humanen Serumproben auf der Basis eines
»~>andwich ELISA® (Abbildung 1). Die Nachweis-
grenze dieses ELISA liegt bei 0,125 ng/mL wobei
keine Kreuzreaktionen mit EDN beobachtet
wurden.

Standards und Proben werden in mit anti-human-
ECP Antikorpern beschichteten Kavitaten einer
Mikrotiterplatte inkubiert. Durch einen Wasch-
schritt werden Uberschlissige Serumkomponen-
ten aus dem System entfernt. In einem zweiten
Inkubationsschritt bindet ein HRP markierter
Detektionsantikorper an das gebundene ECP.
Nach einem erneuten Waschzyklus wird die
Substratiésung  Tetra-Methyl-Benzidin  (TMB)
zugegeben, welche durch das Enzym
(Peroxidase) des Detektionsanti-kérpers unter
Ausbildung eines blauen Farb-stoffes umgesetzt
wird.
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Nach Abstoppen der Enzymreaktion durch
Zugabe von Stopplésung (H,SO,) erfolgt ein
Farbumschlag nach Gelb. Die optische Dichte der
Lésung wird photometrisch bei einer Wellenlange
von 450 nm bestimmt und die ECP-Konzentration
der Proben anhand einer Standardkurve ermittelt.
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Abbildung 1
Prinzip des ECP TEST
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Intra-Test Variation

Anzahl der Ansétze
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Mittelwert (ng/ml)

1,66
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Anzahl der Chargen
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Mittelwert (ng/ml)

1,24

1,50
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6,07
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Tabelle 1: Variationskoeffizienten ECP ELISA

Generelle Merkmale

CE gekennzeichnet

Benutzerfreundlich

Gebrauchsfertige Komponenten (Ausnahme:
Kontrollen und Waschpuffer)

Verdlinnung der Kalibratoren, Kontrollen und
Patientenproben in den Kavitaten der
Mikrotiterplatte

Technische Informationen

Testdauer < 2,5 h (60 min/60 min/10 min) bei RT

20 pL Serum oder Plasma pro Bestimmung
Detektionssystem: HRP/TMB (450 nm)

6-Punkt Kalibrierung (0; 0,125; 0,5; 2,5; 5; 50 ng/mL)
Weiter Messbereich (0,125-50 ng/mL)
Detektionslimit 0,125 ng/mL

Leistungsmerkmale

Gute Korrelation zu ECP-RIA R2 = 0,90
Exzellente “lot to lot” Korrelation (VK% < 5)
Geringe Intra- und Interassay Variationen
(VK% < 10)

Gute Linearitat Uber den gesamten
Messbereich
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Probe #1 #2 #3 #4

Anzahl der Replikate 8 8 8 8

Mittelwert (ng/ml) 1,35 1,51 4,96 6,10 30 |
VK (%) 6 5 6 5
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Abbildung 2
Linearitat Gber den gesamten Messbereich.

y = 0,975x-0,731
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Abbildung 3

Korrelation zwischen ECP RIA und dem ECP ELISA
(n=60).
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