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69 Verfahren zum Nachweis oder zur Bestimmung eines Antikorper/Antigen-Komplexes in einer
Fluidprobe.

@ Proben aus Fluiden, wie beispielsweise Serum, wer-

den auf Antikorper/Antigen-Komplexe analysiert,
indem man die Probe mit einer C1q-Losung sowie einem
Material versetzt, das bei Kontakten mit Clq zur Aggluti-
nierung veranlasst wird. Anschliessend wird das Ausmass
der Agglutinierung oder Nichtagglutinierung des Materials
bestimmt.
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P ATENT/}NSPRUCHE . . Menge des vorhandenen Ag zu. Diese quantitativen Bestim-
1. Verfahren zum Nachweis oder zur Bestimmung eines mungsverfahren werden «Immunoassays» genannt.
Ak:Ag-Komplexes in einer Fluidprobe, wobei der Probe eine Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass die natiirlich vorkom-

Losung von Clq zugesetzt wird, dadurch gekennzeichnet, dass  mende Substanz Clq die Bigenschaft besitzt, sich mit Ak:Ag-
ausserdem ein Material zugesetzt wird, das bei Kontakt mit Clq s Komplexen zu vereinigen, jedoch nicht mit einem freien Ag

zur Agglutinierung veranlasst wird, und dass das Ausmassder  oder einem freien Ak. Obwohl es bereits vorgeschlagen wurden
Agglutinierung oder Nichtagglutinierung des Materials be- (Agnello et al, J. Exp. Med., 134, 228, (1971)), diese Eigen-
stimmt wird. schaft in einer besonderen Weise zur Feststellung, jedoch nicht

2. Verfahren geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,  zur quantitativen Analyse oder absoluten Bestimmung von
dass man als zuzusetzendes Material ein solches verwendet, das 19 Ak:Ag-Komplexen auszuniitzen, hat man bisher nicht erkannt,

ein Immunglobulin enthélt. dass Clq potentiell ein ausserordentlich niitzliches Reagenz zur
3. Verfahren geméss Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,  Analyse von Ak, Ag und Ak: Ag-Komplexen ist.

dass man als zuzusetzendes Material ein solches verwendet, das Es wurde nun ein Immunoassay-Verfahren unter Verwen-

aus inerten Trégerteilchen mit einer Inmunglobulin-Beschich-  dung von Cl1q gefunden.

tung besteht. ) ) 15 Gegenstand der Erfindung ist das in Anspruch 1 angegebe-
4. Verfahren gemiss Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, ne Verfahren. Vorteilhafte Ausgestaltungen dieses Verfahrens

dass man als inerte Trégerteilchen solche aus Polystyrol ver- sind in den abhiéingigen Anspriichen angegeben.

wendet. Clq st ein natiirlich umlaufendes Protein, und Verfahren zu

5. Verfahren geméss einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch  seiner Abtrennung und Reinigung sind bekannt. Man gewinnt
gekennzeichnet, dass die Bestimmung quantitativ erfolgtund 29 es im allgemeinen aus dem Serum des Menschen, Kaninchens

dass als Material eine bekannte Menge von mit IgG iiberzoge- oder Rindes, und zwar durch ein Verfahren, das als Euglobulin-
nen Latexteilchen verwendet wird, wodurch C1q an jeglichen ausfillung bekannt und beispielsweise in J. Immunol. 106, 304—
vorhandenen Ak:Ag-Komplex gebunden wird und restliches 413 (1971) beschrieben ist. T

Clq eine Agglutinierung der Latexteilchen bewirkt, und dass Der zu analysierende Ak: Ag-Komplex kann dadurch gebil-
die Menge des restlichen C1q (und daraus die Menge an 25 det werden, dass man ein Fluid, das ein Ak oder ein Agenthilt,
Ak:Ag-Komplex) bestimmt wird, indem die agglutinierten oder  das entsprechende Ag bzw. den entsprechenden Ak zusetzt. Auf-
nichtagglutinierten Latexteilchen gezéhlt werden,und dasEr-  diese Weise ist es méglich, die Menge an Ak oder Ag in einem
gebnis mit Standardergebnissen verglichen wird. Fluid zu bestimmen.

6. Verfahren geméss einem der Anspriiche 1,2 oder 3, Bei dem erfindungsgeméssen Verfahren kann das Material,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Bestimmung quantitativ 3o dag agglutinieren gelassen wird, in weiten Grenzen variieren. So
durchfiibrt. ) ) verursacht beispielsweise C1q die Agglutinierung von roten

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch Blutkérperchen. Ferner verursacht es die Agglutination von
gekennzeichnet, dass es nach dem Prinzip des kontinuierlichen  Stoffen, die beispielsweise einen Uberzug oder eine dussere
Durchflusses durchgefiihrt wird. Oberfliche aus Immunglobulinen besitzen, wie beispielsweise

8. Anwendung des Verfahrens gemdss Patentanspruch 1, 35 Polystyrolteilchen, die mit Immunglobulin iiberzogen sind. Der-
dadurch gekennzeichnet, dass man den Komplex sich dadurch artige Uberziige kénnen durch immunologische Reaktionen

bilden ldsst, dass man einem Fluid, das urspriinglich einen Ak zwischen Ak und Membran-Antigenen, durch physikalische

oder ein Ag enthilt, das entsprechende Agbzw. denentspre-  Adsorption oder durch chemische Reaktion gebildet werden.

chenden Ak zusetzt und dadurch die Menge des urspriinglichin  Mit Immunglobulin {iberzogene Polystyrolteilchen sind han-

dem Fluid vorhandenen Ak oder Ag bestimmen kann. 40 delsiiblich, kénnen aber auch sehr leicht selbst hergestellt
werden.

Wenn diese iiberzogenen Teilchen oder roten Blutkorper-
chen mit Clq in Beriihrung kommen, beginnt das Auftreten der
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis oder zur 45 Agglutination. Wenn allerdings in der Losung auch ein Ak:Ag-
Bestimmung eines Ak: Ag-Komplexes in einer Fluidprobe, bei- ~ Komplex vorhanden ist, reagiext dieser mit C1q verhaltnismés-
spielsweise von Harn oder Serum. sig schneller, so dass das C1q an den in der Losung befindlichen
Der Einfachheit halber werden im folgenden die Symbole Ak:Ag-Komplex gebunden wird und als Folge davon keine Ag-
«Ak», «Ag» und «Ak:Ag» fiir « AntikGrper», « Antigen» bzw. glutination der liberzogenen Teilchen (oder roten Blutkorper-
«Antikorper: Antigen-Komplex» benutzt. 5o chen) auftritt. Das Vorhandensein von Ak: Ag-Komplexen im
Bekanntlich ist es wichtig, dass man biologische Fluide auf Serum kann man somit beispielsweise dadurch nachweisen, dass
Ak, Ag und Ak:Ag-Komplexe analysiert. So sind beispielsweise ~ das Serum mit C1q sowie mit Teilchen in Beriihrung gebracht
viele Krankheiten durch die Anwesenheit von Ak:Ag-Komple-  wird, die mit Inmunglobulin iiberzogen sind. Wenn eine Agglu-
xen im Kreislauf gekennzeichnet. Bei dem Agkannessichum tination beobachtet wird, enthilt das Serum keine Ak:Ag-Kom-

eine grosse Vielzahl von Proteinen handeln, und zwar ein- 55 plexe.

schliesslich solcher Proteine, die auf die Gegenwart von Bakte- Dies ist ein sehr einfacher und zuverlissiger Test, der zum

rien oder Viren zuriickzufiihren sind, oder solcher, die von Nachweis von allen Ak:Ag-Komplexen angewandt werden

menschlichen Geweben oder Krebszellen freigesetzt werden. kann. Es folgt ein Beispiel fiir das Verfahren.

Die Ak sind natiirlich fiir das besondere Ag spezifisch, und es 50 pl Serum werden 50 ul einer Losung von loslichem

handelt sich vorwiegend um Immunglobuline der Klasse IgG, 0 C1q zugesetzt, und das Gemisch wird mit 50 ul einer Suspen-

die durch das Lymphsystem des Lebewesens synthetisiert wer-  sion aus Polystyrolteilchen vereinigt, die mit Immunglobulinen

den. Der Nachweis von Ak:Ag-Komplexen im Blut sowie ihre iiberzogen sind. Eine auftretende Agglutination der Teilchen

Abtrennung und Charakterisierung liefern wertvolle Informa- ~ kann sehr leicht festgestellt werden.

tionen, die beispielsweise zur Diagnose von Krankheiten ver- Der beschriebene Test kann auch zum Nachweis der An-

wendet werden konnen. 6s wensenheit eines besonderen Ag oder Ak im Serum angewandt
Zur Feststellung und quantitativen Bestimmung von Ag, Ak~ werden. Wenn man beispielsweise eine Uberpriifung auf ein

und Ak: Ag-Komplexen sind zahlreiche Verfahren bekannt. besonderes Antigen Ag' vornehmen will, wird dem Serum der

Dies trifft insbesondere auch fiir die Bestimmung der Naturund ~ geeignete spezifische AntikSrper Ak’ zugesetzt, und dann wird



der Test auf das Vorhandensein eines Ak: Ag-Komplexes, ndm-
lich Ak’:Ag’, durchgefiihrt. Wenn das Serum urspriinglich an-
dere Ak:Ag-Komplexe enthilt, miissen diese zuerst entfernt
werden, beispielsweise durch Verwendung von unldslich ge-
machtem RF oder Clq, wie es in einer gleichzeitig eingereichten
Anmeldung der Anmelderin beschrieben ist, auf die hiermit Be-
zug genommen wird.

Das erfindungsgemisse Verfahren kann auch quantitativ
durchgefiihrt werden. Beispielsweise kann die zu analysierende
Probe mit einer Losung aus C1q sowie einer bekannten Menge
von mit IgG iiberzogenen Latexteilchen vermischt werden, wo-
durch C1q an jeglichen vorhandenen Ak: Ag-Komplex gebun-
den wird und das restliche C1q eine Agglutinierung der Latex-
teilchen bewirkt. Die Menge des restlichen Cl1q kann bestimmt
werden, indem man die agglutinierten oder nichtagglutinierten
Latexteilchen zihlt und die Ergebnisse mit Standardergebnissen
vergleicht. Aus dem dabei erhaltenen Ergebnis kann die Menge
an Ak: Ag-Komplex bestimmt werden.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung:

Beispiel 1

Bestimmung von IgE

0,1 ml einer Probe mit IgE wurde mit einer Pipette in ein
5-ml-Rohr gegeben, und es wurde 1,0 ml des Kaninchen-Anti-
human-IgE-Antiserums (verdiinnt 1:128) zugesetzt. Das Ge-
misch wurde eine Stunde lang bei 37 °C bebriitet und mit 1 ml
einer Losung versetzt, die 60000 Latexteilchen mit einem
Durchmesser von 0,8 um enthielt, die zuvor in einer physiolo-
gischen Kochsalzldsung mit 1 mg IgG/ml bebriitet worden war.
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ser von mehr als 1 um aufweisen, nicht beriicksichtigt. Die
Konzentration des IgE war dem Teilchenwert umgekehrt pro-
portional und konnte an Hand einer zuvor aufgenommenen
Eichkurve ermittelt werden, die man mit Losungen erhalten

5 hatte, die bekannt der Konzentrationen von IgE enthielten.

Beispiel 2 ,
Automatische Analyse auf o.;-Fetusprotein
Eine zu untersuchende Probe wird mit einem Durchfluss

10 von 0,1 ml/min. in ein automatisches, nach dem Prinzip des

kontinuierlichen Durchflusses arbeitendes Analysengerit ge-
pumpt, und zwar zusammen mit einer denselben Durchfluss auf-
weisenden Losung, die 60000 Latexteilchen/ml enthielt. Die
Latexteilchen hatten einen Durchmesser von 0,8 pm, und die

15 Losung war zuvor mit einem o,-Fetusprotein-Antiserum be-

briitet worden, das mit einer physiologischen Kochsalzlésung im
Verhiltnis 1:64 verdiinnt worden war. Die vermischten Strome
wurden mit Luft segmentiert, die mit einem Durchfluss von
0,32 m}/min. in das System gepumpt wurde. Nach der Zufuhr

20 der Luft wurde eine C1q-L&sung mit einem Durchfluss von

0,4 ml/min. eingefiihrt.

Der luftsegmentierte Strom wurde 10 Minuten lang bei
37 °C wirmebehandelt und anschliessend 2 Minuten auf 63 °C
erhitzt, um das C1q zu zerstoren und damit alle durch Clq

25 gebundenen Latexteilchen freizugeben. Dies betrifft allerdings

nicht diejenigen, die durch Ag: Ak gebunden waren.

Der Strom wurde dann durch einen Teilchenzahler geleitet,
der Teilchen unberiicksichtigt liess, die einen Durchmesser von
mehr als 1 um hatten. Die Konzentration des a,-Fetuspro-

Das Gemisch wurde geschiittelt und mit 0,1 ml einer Losung aus 30 teins war umgekehrt proportional dem Teilchenzéhlwert und

600 Nanogramm C1q versetzt.
Das Gemisch wurde iiber Nacht bebriitet und dann in einem
Teilchenzihler verarbeitet, der Teilchen, die einen Durchmes-

konnte an Hand von zuvor aufgenommenen Eichkurven ermit-
telt werden, die mit Losungen von bekannter Konzentration an
o,-Fetusprotein erstellt worden waren.
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