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Schnelltestverfahren zum Nachweis von mindestens ei-

nem Antigen sowie dessen Verwendung

Die Erfindung betrifft ein Schnelltestverfahren zum
Nachweis von mindestens einem Antigen unter Ausnut-
zung von spezifischen Wechselwirkungen mittels opti-
gscher und/oder elektrochemischer Detektion. Hierbei
handelt es sich um ein universelles Schnelltest-Ver-
fahren, das die simultane, quantitative Bestimmung

von Bakterien und Viren ermdglicht.

Im Bereich der Infektologie sind verschiedene Metho-
den zur Identifizierung von Bakterien und Viren be-
kannt. Hierzu z8hlen die PCR, ELISA, andere Immunoas-
says und Blotting-Techniken sowie Antigen-Antikdrper-
Tests, z.B. die ABCS-Methode. Hinsichtlich der PCR,
der ELISA und anderen Immunoassays erfolgt nach dem
Stand der Technik die Quantifizierung Uber interne
Standards. Allerdings wird hierdurch die Zahl der

Spezies, welche simultan detektiert werden kann,



10

15

20

25

30

35

WO 03/107007 PCT/EP03/05829

stark limitiert. Im Falle des Antigen-Antikdrper-
Prinzips wird bisher in der Regel nur eine einzige
Spezies nachgewiesen. Der Nachweis erfolgt dabei .
meist mittels Kolorimetrie (Kolloid-Technik und &hn-
liches), UV-Spektroskopie, Fluoreszenzmessungen und
Messungen der Bindungsenergien, die auch laserindu-
ziert erfolgen kdénnen. Als spezielle Nachweismethode

seil ebenfalls die Cytometrie genannt.

All diesen Verfahren ist gemein, daf’ es bislang nicht
méglich ist, ein komplettes Keimspektrum simultan und
gquantitativ zu erfassen. Hinzu kommt, daR die meisten
der hier genannten Methoden aufwendige Labortests
sind, welche einen erheblichen Zeit-, Personal- und
Kostenaufwand mit sich bringen.

Ausgehend hiervon war es Aufgabe der vorliegenden Er-
findung, ein Verfahren bereitzustellen, das die Be-
stimmung mehrerer Spezies nach der Schnelltest-
Methode ermbglicht und gleichzeitig eine gute Hand-
habbarkeit aufweist, wobei die Kosten eines derarti-
gen Verfahrens gegentber den aus dem Stand der Tech-

nik bekannten Verfahren minimiert werden soll.

Diese Aufgabe wird durch das gattungsgemiRe Schnell-
testverfahren mit den kennzeichnenden Merkmalen des
Ansprﬁchs 1 gelbst. Die weiteren abhi&ngigen Anspriiche
zeigen vorteilhafte Weiterbildungen auf. In den An-
sbrﬁchen 13 und 14 werden bevorzugte Verwendungen des
Schnelltestverfahrens beschrieben.

Erfindungsgemdfd wird ein Schnelltestverfahren zum

Nachweis von mindestens einem Antigen unter Ausnut-
zung von spezifischen Wechselwirkungen mittels opti-
scher und/oder elektrochemischer Detektion bereitge-

stellt. Unter spezifischen Wechselwirkungen sind
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hierbei jegliche Arten von koordinativen, kovalenten
und nicht kovalenten Wechselwirkungen, z.B. Van-der-
Waals-Wechselwirkung, Dipol-Dipol-Wechselwirkung, e-
lektrostatische Wechselwirkung und Wasserstoffbri-

5 cken, zu verstehen.

Dabei wird ein Calixaren der allgemeinen Formel I

mit R = H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin, A-
10 mid, Carbonsduren und Sulfonsiuren mit 1 bis

12 C-Atomen, Amincsauren, Zucker oder Kronen-
ether,

R: =H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin, A-
mid, Carbonsiuren und Sulfonsiuren mit 1 bis
15 12 C-Atomen, Sulfonamide, Aminos&uren, Zu-
cker, Kronenether, Cyclodextrine, Purinbasen,
Pyrimidinbasen oder Azophenylfarbstoffe,

X = Methylen, S, 0, N, P oder Si und
m=4, 5, 6 oder 8, .

20 wobei die aromatischen Systeme Heteroatome aufweisen

kédnnen und/oder
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der Resorcinarene der allgemeinen Formel IT

mit

und

R3 Ry
IT
//
g |
R Ry, T

R = H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsiuren und Sulfonsduren mit

1 bis 12 C-Atomen oder Aminosauren,

Ri =H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsauren und Sulfonsiuren mit
1 bis 12 C-Atomen, Sulfonamide, Amino-
sduren, Zucker, Kronenether, Cyclo-
dextrine, Purinbasen, Pyrimidinbasen o-

der AzophenYlfarbstoffe,
R, =Alkyl oder Aryl,

X

Methylen, S, O, N, P oder Si,

r = 4, 5, 6 oder 8,

Ry = Hydroxyl und Ry, = H
oder

R; und Ry = O, wobei R; und Ry Uber Methylen,
Ethylen oder Chinoxalin miteinander
verbrltickt sind, wobei die aromatischen Sys-
teme Heteroatome aufweisen kdnnen, direkt
und/oder Uber einen Antikdérper an das min-

destens eine Antigen gebunden.

Die Makromoleklle, welche oben aufgefihrt wurden,

weisen eine Ringstruktur mit einem oberen und einem
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unteren Rand, sog. ,upper rim"“ und ,lower rim“, auf.
Die Ringstrukturen haben dabei die Eigenschaft, ande-
re Substanzen, wie z.B. Ionen oder Molekiile, an- oder
einzulagern. Es entstehen dabei sogenannte Wirts-
Gast-Verbindungen welche man in Abh&ngigkeit vom ver-
wendeten Makromolekiil und der Form der Einlagerung
als Clathrat, Komplex, Cavitate, Carceplex usw. be-
zelchnet.

In diesem Zusammenhang sei nochmals erwadhnt, daR die
Bezeichnung ,Bindung“ im Rahmen dieser Anmeldung
samtliche in der Chemie bekannten Bindungstypen um-
faRt, z.B. auch ionische, koordinative und weitere
nicht-kovalente Bindung, und sich nicht alleine auf
klassische kovalente Bindungen beschrankt.

Sowohl die Calixarene wie auch die Resorcinarene las-
sen gich dabei nahezu beliebig nach einem Baukasten-
Prinzip sowohl am oberen wie auch am unteren Rand mo-
difizieren. Eiﬁe erfindungsgemédfRe Variante des Ver-
fahrens sieht vor, daR das Calixaren und/oder das Re-
sorcinaren an einen Antikdrper gebunden ist, welcher
wiederum an das Antigen bindet. Dabei wird der Anti-
kdrper mit dem Calixaren gelabelt, wie man es bei-
spielsweise von Cyanin-5-dyes kennt. In Gegenwart des
zu detektierenden Antigens kann es dann zur Ausbil-
dung eines Antigen—Antikérper—Komplexes kommen, wobeil
bei Verwendung eines an ein Substrat gebundenen Anti-
kdrpers als Fanger-Antikdrper die Immobilisierung
derartiger Sandwich-Komplexe mdglich ist. In diesem
Fall koénnen samtliche aus dem Stand der Technik be-
kannten Quantifizierungsmethoden angewendet werden,
wobei sowohl die Kolorimetrie, aber auch die UV-
Detektion anwendbar ist.
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Eine weitere Alternative des erfindungsgemafen Ver-

fahrens sieht vor, daR der Antikdrper zun&dchst an ei-

nen Marker gebunden ist, der anschlieRend durch das
Antigen substituiert wird, daft es zur Freisetzung des
Markers kommt. Dieses Verdrangungsprinzip beruht dar-
auf, daR der Antikdérper die Wechselwirkung mit dem
Antigen aus energetischen Griunden bevorzugt, weswegen

die Bindung zum Marker geldst wird.

Der Marker wird dann im Anschluf detektiert, wobei

die Detektion auf verschiedenen Wegen erfolgen kann:

- Bei kleinen organischen Molekllen in geladener o-
der ungeladener Form erfolgt die Detektion duxrch
UV- oder Fluoreszenz-Spektroskopie.

- Bei grdReren organischen Molektilen in geladener
oder ungeladener Form steht fur die Detektion ne-
ben der UV- und Fluoreszenz-Spektroskopie auch
noch die Koloriemetrie zur Verfligung.

- Bei organischen oder biocorganischen redoxaktiven
Substanzen kann die Detektion Uiber eine Redoxreak-
tion mit einer der Ldsung zugesetzten Komponente
erfolgen.

- Bei organischen oder biocorganischen pH-veré&n-
dernden Substanzen erfolgt die Detektion bevorzugt
durch eine SAure-Base-Reaktion mit einer der LO-
sung zugesetzten Komponente. |

- Anorganische Cluster werden bevorzugt mit der UV-
Spektroskopie detektiert. '

- Kolloide werden ebenfalls vorzugsweise mit dexr UV~
Spektroskopie detektiert.

Erganzend sei noch darauf hingewiesen, daf® auch bio-
sensorische Nachweismethoden ebenso wie die Messung
der Bindungsenergien im Sinne der Cytometrie flr die

Detektion angewendet werden konnen.
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In einer vorteilhaften Weiterbildung des Verfahrens
wird der Fanger-Antikdrper an ein Substrat gebunden.
Dies ermdglicht die Immobilisierung von zu detektie-

renden Antigenen an der Substratoberflache.

Eine weitere wichtige Alternative des erfindungsgema-
Ren Verfahrens sieht vor, daR das Calixaren und/oder
das Resorcinaren direkt an das Antigen gebunden wird.
Dabei tritt das Calixaren als spezifisches Bindungs-
agens, sog. klUnstlicher Antikérper, flr das Antigen
auf. Dabei ist es ebenso wie bel den zuvor genannten
Varianten mdglich, daR an das Calixaren und/oder Re-
sorcinaren ein Marker gebunden ist, der durch das An-
tigen substituiert wird. Der durch diese Verdran-
gungsreaktion freigesetzte Marker wird wie zuvor be-
schrieben, im AnschluR detektiert. Diese Variante
kann sowohl in Loésung erfolgen, als auch in immobili-
gsierter Form, indem das Calixaren und/oder das Resor-
cinaren an ein Substrat gebunden ist. Das Calixaren
bzw. das Resorcinaren kann dabei sowochl als Fanger-
Antikodrper als auch als Marker-Antikdrper verwendet

werden.

Verwendung findet das erfindungsgeméfie Verfahren vor
allem im Bereich der Immunoassays, der Blotting-
Techniken und der Antigen-Antikdrper-Tests. Besonders

bevorzugt wird das Verfahren im Bereich der ELISA und

- PCR.

Anhand der nachfolgenden Figuren soll das erfindungs-
gemdRBe Verfahren néher erlédutert werden, ohne dieses
auf diese einzelnen Ausfilhrungsvarianten einzuschran-

ken.

Die Figuren 1 bis 8 stellen verschiedene Varianten

flir die Verwendung der Calixarene bzw. Resorcinarene
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in den einzelnen Schnelltestverfahren dar.

In Figur 1 sind mehrere an einem Substrat immobili-
sierte Antikdrper dargestellt, die als Fanger-
Antikérper flr das Antigen wirken. Durch die spezifi-
sche Wechselwirkung zwischen Antikbrper ﬁnd Antigen
wird das Antigen zundchst an den ﬁénger—Antikérper
gebunden. In einem weiteren Verfahrensschritt kann
dann an das Antigen ein weiterexr Antikdrper gebunden
werden. Dieser sogenannte Marker-Antikdrper ist dabei
mit einem Calixeren bzw. Resorcienaren gelabelt, das
im Anschluf optisch oder elektrochemisch detektiert
werden kann. |

In Figur 2 ist eine Variante eines Schnelltestverfah-
rens dargestellt, die groRe Ahnlichkeit zu dem in Fi-
gur 1 dargestellten Verfahren besitzt. Lediglich in
Bezug auf die Immobilisierung der Antikdrper am Sub-
strat wird hier als Kopplungselement ein Calixaren
bzw. Resorcinaren eingesetzt, mit dem eine gréRere

Ankopplungsvielfalt realisiert werden kann.

In Figur 3 ist eine Variante des Schnelltestverfah-
rens dargestellt, daf nach einem Verdrdngungsprinzip
arbeitet. So sind zun&chst an die immobilisierten An-
tikdrper Marker angebunden. Diese Marker werden nun
bei Zugabe des Antigens aufgrund dessen spezifische-
ren Bindungsmdglichkeit freigesetzt. Da es sich bei
den Markern entweder um optisch oder elektrochemisch
aktive Spezies handelt, kénnen diese im Anschlufd de-
tektiert werden. Diese Verfahrensvariante ist ebenso
in Loésungen durchfihrbar, wie Figur 4 zeigt. Auch
hier werden die an die Antikdrper gebundenen Marker
durch das Antigen verdri&ngt und anschliefend detek-

tiert.
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In Figur 5 ist eine erfindungsgemifle Variante des
Verfahrens dargestellt, bei dem ein Calixaren bzw.
Regorcinaren als Fanger-Antikdérper fungiert. Die Ca-
lixarene bzw. Resorcinarene gind hierbei an ein Sub-
strat gebunden und kénnen durch entsprechende Modifi-
zierungen antikdrpergleich das Antigen mit hoher Spe-
zifitat binden. Das derart immobilisierte Antigen
kann im AnschluR an weitere Antikdrper angekoppelt

werden.

Figur 6 zeigt ein zu Figur 5 vergleichbares System,
bei dem Calixarene bzw. Resorcinarene an einem Sub-
strat immobilisiert sind und im ,Kelchinneren" je-
weills Marker gebunden sind. Nach dem Verdrangungs-
prinzip werden diese Marker aufgrund des Eintreffens
des Antigens dann freigesetzt und kdénnen im Anschluf’

detektiert werden.

In Figur 7 ist eine Variante dargestellt, bei der das
Calixaren bzw. Resorcinaren als Marker-Antikdrper
dient. Das Antigen ist hierbei an das oder die immo-
bilisierten Antikdérper gebunden. Die Marker-
Antikdrper kénnen dabel entsprechend modifiziert wer-
den, so daR sie auf einfache Weise optischen oder e-

lektrochemischen Detektionsmethoden zugédnglich sind.

In Figur 8 ist éine weltere Variante des Verfahrens
dargestellt, bei der ein Antigen an ein mit einem
Marker ,gefiilltes“ Calixaren bzw. Resorcinaren gebun-
den ist. In diesem Stadium ist eine Freisetzung des
Markers ausgeschlossen, da dies durch die Anbindung
des Antigens verhindert wird. Kommt das Antigen nun
mit dem am Substrat immobilisierten Antikdrper in
Kontakt, so erfolgt aufgrund der Spezifitdt der Bin-
dung eine Ankopplung des Antigens an den Antikdrper,

wobel gleichzeitig das Calixaren freigesetzt wird.
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Bei diesem Freisetzungsvorgang wird gleichzeitig auch
der Marker aus dem ,Kelchinneren“ freigesetzt, der

dann im Anschluf detektiert werden kann.
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Patentanspriche

Schnelltestverfahren zum Nachweis von mindestens
einem Antigen unter Ausnutzung von spezifischen
Wechselwirkungen mittels optischer und/oder e-
lektrochemischer Detektion,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens ein Calixaren der allgemeinen
Formel T

mit R = H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsiuren und Sulfonsduren mit
1 big 12 C-Atomen, Aminosauren, Zucker,

Kronenether,

Ry =H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsduren und Sulfonsauren mit
1 bis 12 C-Atomen, Sulfonamide, Amino-
sauren, Zucker, Kronenether, Cyclo-

dextrine, Purinbasen, Pyrimidinbasen,

Azophenylfarbstoffe,
X = Methylen, 8, O, N, P oder Si und
m= 4, 5, 6 oder 8,

wobei die aromatischen Systeme Heterocatome auf-

weisen k&é&nnen und/oder
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Resorcinarene der allgemeinen Formel II

Rj Ry
IT
y 2|</
R Ry T

R = H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsduren und Sulfonsduren mit

1 big 12 C-Atomen, Aminosauren,

R, =H, Alkyl, Aryl, Alkyloxy, Aryloxy, Amin,
Amid, Carbonsiuren und Sulfonsduren mit
1 bis 12 C—Atbmen, Sulfonamide, Amino-
sduren, Zucker, Kionenether, Cyclo-
dextrine, Purinbasen, Pyrimidinbasen,

Azophenylfarbstoffe,
R, =Alkyl, Aryl,

X

Methylen, S, O, N, P oder Si,

2
1l

4, 5, 6 oder 8,

Rz = Hydroxyl und Rs = H

- oder

R; und Ry, = O, wobei R; und R, Uber Methylen,
Ethylen oder Chinoxalin miteinander
verbriickt sind, wobei die aromatischen Sys-

teme Heteroatome aufweisen kdnnen,

direkt und/oder liber einen Antikdrper an das

mindestens eine Antigen gebunden wird.



10

15

20

25

30

WO 03/107007

PCT/EP03/05829

13

Schnelltestverfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass das Calixaren
und/oder das Resorcinaren an einen Antikorper
gebunden ist, welcher wiederum an das Antigen
bindet.

Schnelltestverfahren nach Anspruch 2,

dadurch gekennzeichnet, dass ein an das Calixa-
ren und/oder das Resorcinaren gebundener Anti-
kdrper den detektierbaren Marker-Antikdrper fur
das Antigen darstellt. ‘

Schnélltestvetfahren nach mindestens einem der
Ansprlche 2 oder 3,

dadurch gekennzeichnet, dass an den Antikdrper
ein Marker gebunden ist, der durch das Antigen
substitutiert wird, wobei es zur Freisetzung des

Markers kommt, der im Anschluf detektiert wird.

Schnelltestverfahren nach mindestens einem der
Ansprliche 2 oder 3,
dadurch gekennzeichnet, dass ein an das Calixa-

ren und/oder Resorcinaren gebundener Antikdrper

~den Fanger-Antikdérper f£ar das Antigen darstellt.

Schnelltestverfahren nach Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet, dass der Fanger-

Antikdérper an ein Substrat gebunden ist.

Schnelltestverfahren nach mindestens einem der
Ansprliche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet, dass das Calixaren
und/oder das Resorcinaren direkt an das Antigen

gebunden wird.
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Schnelltestverfahren nach Anspruch 7,

dadurch gekennzeichnet, dass an das Calixaren
und/oder das Resorcinaren ein Marker gebunden
igt, der durch das Antigen substituiert wird,
wobei eg zur Freisetzung des Markers kommt, der
im Anschluf detektiert wird.

Schnelltestverfahren nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet, dass das Calixaren
und/oder das Resorcinaren an ein Substrat gebun-
den wird.

Schnelltestverfahren nach mindestens einém der
Angprltche 7 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, dass das mindestens eine
Calixaren und/oder das Resorcinaren als Fanger-

Antikdrper eingesetzt wird.

Schnelltestverfahren nach mindestens einem der
Anspruche 7 bis 10,

dadurch gekennzeichnet, dass das Calixaren
und/oder das Resorcinaren als Marker-Antik&rper
flir das Antigen verwendet wird.

Schnelltestverfahren nach mindestens einem der
Ansprlche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet, dass das Calixaren
und/oder das Resorcinaren direkt an das Antigen

gebunden wird.
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13. Verwendung des Schnelltestverfahrens nach min-
destens einem der Ansprliche 1 bis 12 fir Immuno-
assays, Blotting-Techniken und Antigen-
Antikdrper-Tests.

14. Verwendung nach Anspruch 13 fir ELISA und PCR.
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Fig. 2 | :
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PCT/EP03/05829

WO 03/107007

4/8

4

Fig.




WO 03/107007 PCT/EP03/05829
5/8

Fig. 5 .
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Fig. 6
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Fig. 7.
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Fig. 8
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