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(54) VERFAHREN UND MITTEL ZUM NACHWEISEN VON ANTIGENEN

(57) Ein in einer Probe enthaltenes Antigen wird nachgewie-
sen, indem man die Probe in einem Reaktionsgemisch, das
einen partikelfdrmigen Trager, an dem Fab- oder F(ab),
-Fragmente eines fOr das nachzuweisende Antigen spezifi-
schen monokionalen Antikorpers immobilisiert sind, und ein
Konjugat, das aus wenigstens einem zum Fc-Fragment von
Antikdrpern reaktiven Protein und einem an dieses gebun-
denen Indikator besteht, sowie wenigstens einen bezuglich
des nachzuweisenden Antigens spezifischen monokionalen
Antikorper enthalt, inkubiert. Dabei bilden sich Aggregate
aus partikelfdrmigem Trager, Antigen und Komplexen,
bestehend aus Konjugat und Antikdrpern. Das Reaktionsge-
misch wird auf die Anwesenheit von das nachzuweisende
Antigen enthaltenden Aggregaten gepruft.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweisen eines in einer Probe enthaltenen Antigens durch
Binden des nachzuweisenden Antigens an ein Fab- oder F(ab)2-Fragment eines flir das nachzuweisende
Antigen spezifischen, monoklonalen Antikérpers.

Die Erfindung betrifft auch ein Mittel zum Nachweisen eines in einer Probe enthaltenen Antigens, das
sich besonders fiir das Ausfiihren des erfindungsgeméaBen Verfahrens eignet.

In der WO 89/06799 wird ein Analysengerit beschrieben, in dem eine aus vier Bestandteilen bestehen-
des Gemisch verwendet wird. Die Bestandteile sind der zu bestimmende Stoff, ein monoklonaler AntikSrper,
der mit dem nachzuweisenden Stoff eine Bindung eingehen kann, ein markiertes Fab-Fragment des
monoklonalen Antikérpers, das ebenfalls mit dem zu untersuchenden Stoff eine Bindung eingehen kann,
und ein Antikdrper, der an eine feste Phase gebunden ist, der mit dem Fc-Teil eines monoklonalen
Antikérpers, jedoch nicht mit seinem Fab-Teil eine Bindung eingehen kann. Beim Ausfiihren des Bestim-
mungsverfahrens und Verwendung des in dem Vorhalt beschriebenen Analysengerdtes werden der 2u
untersuchende Stoff und die genannten Bestandteile des fiir die Analyse verwendeten Stoffkomplexes auf
jeweils hieflir vorgesehene Stellen des Analysegerites aufgebracht und dann nach einer bestimmten
Vorschrift miteinander kontaktiert. '

Bei dem in der US-PS-4 659 678 beschriebenen Bestimmungsverfahren wird in einer filissigen Probe
ein Komplex zwischen einem Antigen und wenigstens zwei Antikdrpern gebildet, wobei dieser Kompiex
durch eine nicht kovalente Bindung an einen festen Trager gebunden wird. Es wird auch vorgeschlagen,
durch Markierungsmitte! das AusmaB der Bindung des Komplexes an den festen, gegebenenfalls partikel-
férmigen Triger zu bestimmen. Bei diesem aus der US-PS-4 659 678 bekannten Verfahren wird so
vorgegangen, daB aus dem Antigen und dem islichen Antikdrper vor Zugabe der festen Phase ein
Komplex gebildet wird. Daraus ergibt sich eine zweistufige Arbeitsweise.

Bei der in der US-PS-4 659 678 beschriebene Arbeitsweise kdnnen nicht nachzuweisende Antigene und
AntikSrper die GréBe der Komplexe nicht erhGhen.

Die EP-0 317 001 A beschreibt ein Nachweissystem, das auf ultrakleinen, kolloidalen Metallteilchen
beruht. Die in der EP-0 317 001 A geoffenbarten Metaliteilchen sollen eine GroBe zwischen 0,8 und 2 nm,
vorzugsweise zwischen 1 und 1,8 nm besitzen, also die Teilchen je 12 bis 600 Metallatome enthalten. Das
bevorzugte Metall der EP-0 317 001 A ist Gold.

In der EP-0 317 001 A ist auch geoffenbart, daB diese kolloidalen Metallteilchen mit einem Bindemittel
kombiniert werden, wobei als Bindemitte! insbesondere Antikdrper und/oder inre Fragmente vorgesehen
sein sollen.

Bei der in der EP-0 317 001 A beschriebenen Arbeitstechnik werden weder an einen partikelfdrmigen
Trager gebundene Antigene noch irgendwelche Konjugate verwendet.

Die US-PS-4 983 529 beschreibt die Verwendung von F(ab').-Fragmenten als Sonde fur die Bestim-
mung von HiV-1-Antigenen.

Die US-PS-4 253 844 befaBt sich mit einem Verfahren zum Herstellen insolubilisierter Antik&rper, F-
(ab'y.-Fragmenten derselben und Proteinantigenen, indem sie an ein nicht in Wasser |6sliches Substrat
gebunden werden, wobei ein Briickenglied verwendet werden soll, das nicht kovalent an ein Schwefelatom
im Antikdrper, im Fragment oder in dem Protein eher bindet, als an eine freie Aminogruppe. Als
Briickenglied wird beispielsweise eine Verbindung mit einer endstandigen Chloracetyl-Gruppe vorgeschia-
gen. Die so insolubilisierten AntikSrper sollen in Analysenverfahren verwendet werden kSnnen.

Nihere Angaben (iber die mit den gem&dB8 dem Vorhalt hergestellten insolubilisierten Proteinen u.s.w.
sind, welche mit den erfindungsgemaBen Schritten vergleichbar sind, sind in dem Vorhalt nicht beschrie-
ben.

in der EP-A-346 119 wird ein Assay fur das Bestimmen von AntikSrpern beschrieben, bei dem die
Antikdrper, die zu bestimmen sind, an ihrer Fc-Region gebunden werden. Bei diesem Verfahren soll durch
Fec-spezifische Mittel der zu bestimmende AntikGrper an seinem Fc-Bereich gebunden werden. Der so
gebundene AntikSrper wird mit einem bezliglich des Antikérpers reaktiven Antigen in Beriihrung gebracht
und dann die Gegenwart des Antikdrpers bestimmt.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Nachweisverfahren der eingangs genannten Gattung zur
Verfligung zu stellen, das einfach und zuverldssig ist und in einem Schritt ausfihrbar ist.

Das erfindungsgemiBe Nachweisverfahren ist dadurch gekennzeichnet, da8 man die Probe in einem
Reaktionsgemisch, das einen partikelfdrmigen Trager, an dem Fab- oder F(ab),-Fragmente eines fur das
nachzuweisende Antigen spezifischen monoklonaien Antik&rpers immobilisiert sind, und ein Konjugat, das
aus wenigstens einem zum Fc-Fragment von Antikdrpern reaktiven Protein und einem an dieses gebunde-
nen Indikator besteht, sowie wenigstens einen bezlglich des nachzuweisenden Antigens spezifischen
monoklonalen Antikdrper enthilt, inkubiert, um Aggregate aus partikelfdrmigem Tréager, dem nachzuweisen-
den Antigen und Komplexen bestehend aus Konjugat und Antikdrpern zu bilden, und daB man dann auf die
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Anwesenheit von Aggregatenpriift, die das nachzuweisende Antigen enthaiten.

Ein erheblicher Vorteil des erfindungsgeméBen Verfahrens liegt darin, daB sowohl die Reaktion
zwischen Konjugat, AntikSrper und dem Antigen oder den Antigenen als auch das Binden der dabei
gebildeten, das nachzuweisende Antigen enthaltenden Komplexe gleichzeitig und in einem einzigen
Reaktionsmilieu vor sich geht.

Das erfindungsgeméBe Verfahren ist u.a. deswegen besonders einfach ausflhrbar, weil es keine
zusitzlichen immunchemischen Reaktionen zur Detektion des Antigens erfordert.

Ein weiterer Vorteil liegt darin, daB auch Antigene bzw. AntikGrper, die in der Probe enthalten, aber
nicht nachzuweisen sind, die Gré8e der Komplexe und damit die der Aggregate aus Komplex und Trager
erhBhen, so daB nach dem Abtrennen leichter und mit gréBerer Sicherheit festgestellt werden kann, ob eine
positive Reaktion (= Binden von das nachzuweisende Antigen enthaltenden Komplexen am Tréger)
aufgetreten ist.

Zum Nachweis von Antigenen verwendbare Mittel sind gemaB der Erfindung dadurch gekennzeichnet,
daB das Mittel aus einer Komponente | und einer Komponente Il besteht, daB8 die Komponente | einen
partikelformigen Trager, der mit Fab- oder F(ab).-Fragmenten eines fiir das nachzuweisende Antigen
spezifischen Antikdrpers beschichtet ist, und ein Konjugat enthidlt, das aus wenigstens einem zum Fc-
Fragment von Antikdrpern reaktiven Protein und einem Indikator besteht, daB die Komponente Il fir das
nachzuweisende Antigen spezifische, monokionale AntikGrper und gegebenenfalls bezlglich des nachzu-
weisenden Antigens unspezifische IgG-Molekiile bzw. deren Fc-Fragmente enthalt.

Diese Mittel kdnnen einfach hergestellt werden.

Bevorzugte Ausflinrungsformen des erfindungsgemaBen Nachweisverfahrens und Mittel sind Gegen-
stand der Unteranspriiche.

Die Entwicklung der klinischen Labordiagnostik schreitet weltweit stark voran und hat damit einen
steigenden Bedarf an hochsensitiven, sehr spezifischen und rasch durchzufiihrenden Testsystemen.

Im Gegensatz zur klinisch-chemischen Massendiagnostik ist vor allem die immunologische uns serolo-
gische Diagnostik darauf angewiesen, in kleineren Serien und mit mdglichst minimaler Laborausstattung zu
arbeiten. Daher zeigt sich hier ein Trend zu gerdteunabhéngigen Schnelltests.

Im wesentlichen sind derzeit drei Grundsysteme in verschiedenen Varianten verfiigbar:

1. Partikelaggiutination

2. Immunokonzentration

3. Radial Partition Immunoassay (RPIA).

1. Partikelagglutination

Mit Antigen oder AntikSrper beschichtete Partikel (meist Latexpartikel oder Erythrozyten) werden durch
eine Immunreaktion zur makroskopisch sichtbaren Aggiutination gebracht (direkte Partikelagglutination) oder
in der Agglutination gehindert (indirekte oder kompetitive Partikelagglutination).

Diese Testsysteme sind schnell und bedtirfen nur einer minimalen Laborausstattung, sind jedoch haufig
zu wenig sensitiv und spezifisch und brauchen meist fiir ihre Auswertung eine gewisse Erfahrung. Darliber
hinaus sind sie meist sehr anfillig fir stdrende Einflisse von Serumkomponenten (Lipide, Rheumafaktoren
und dergl.).

2. Immunokonzentration

Bei diesen Systemen werden Antigene oder AntikGrper auf definierten Bereichen einer Membran
immobilisiert und Probe- und Nachweisreagenzien werden aktiv (liber Vakuum) oder passiv (durch Kapillar-
wirkung) durchgesaugt. (ICONR von Hybritech, US Patent Nr. 4.727.109 und 4.632.901). Durch diese
Gestaltung der Festphase wird die Kinetik der Antigen-Antikdrperinteraktion um den Faktor 10 beschleunigt,
sodaB zeitraubende Inkubationsschritte entfallen. Die Detektion erfolgt wie beim Sandwich-ELISA mit
enzymmarkierten Sekundérantikdrpern und der anschiieBenden Visualisierung der Enzymreaktion. Es han-
delt sich dabei um ein mehrstufiges Verfahren, das in 5 bis 10 Minuten Ergebnisse liefert, die in Sensitivitat
und Spezifitdt durchaus mit ELISE-Ergebnisssen vergleichbar sind.

Neuer Entwicklungen befassen sich auch mit der Verwendung von Latexpartikeln als Antigentrdger und
deren anschiieBende Immobilisierung auf diversen Membranen anstatt der Membran-Direktbeschichtungs-
methode.
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3. Radial Partition Inmunoassay (RPIA)

Diese Technologie vereint die Prinzipien der "solid phase” Immuntechnik mit der radialen Chromatogra-
phie. Beim RIPA werden Probe und markiertes Konjugat auf einer festen Matrix (Membran), die immobili-
siertes Antigen oder Antikdrper enthdlt inkubiert. Nach einer geeigneten Inkubationszeit (wenige Minuten)
werden die Reaktanten durch einen Waschschritt mittels radialer Chromatographie getrennt. Der zentrale
Spot enthilt dann nur mehr das Antigen, gebundene Antikrper und gebundenes Konjugat. Nicht gebunde-
nes Konjugat und Serum bzw. Probenbestandteile diffundieren aus dem Kernbereich der Membran. Die
Detektion erfolgt bei der Verwendung von enzymmarkierten Konjugaten durch anschlieBende Substratzuga-
be und Visualisierung der Enzymreaktion. Eine Abbildung méglicher Assayformate RPIA (radial partition
enzyme immunoassay) befindet sich in der Anlage.

Neuere Tests, basierend auf diesem Prinzip, verwenden als Konjugat Gold markierte Sekundarantikdr-
per, soda8 die Substratzugabe entfillt. Die Vorteile dieser Technologie liegen in der Einfachheit und
Schnelligkeit der Durchflihrung. Unscharfe oder ungenigende Separation der Liganden fihrt in derartigen
Systemen aber immer wieder zu Spezifitdtsproblemen oder zu erhdhten Hintergrundreaktionen bei Verwen-
dung enzymgekoppelter Systeme. AuBerdem leidet auch die Sensitivitit mitunter bei Verwendung der
radialen Chromatographie, da vor allem zum Zeitpunkt der Benetzung der Membran (bei Probenauftrag)
Reaktanten durch Kapillareffekte aus der Reaktionszone diffundieren kdnnen, bevor noch die Immunreaktion
stattfinden konnte. Besonders bei Proben mit niedrigem Reaktantengehalt (z.B. schwachtitrige Seren) kann
dieser Effekt zu Problemen fUhren.

ErfindungsgemaBes System (OSPICT)

Das vorliegende, neue Verfahren (OSPICT = One Step Particle Immuno-Concentration Technology)
zeichnet sich dadurch aus, daB es in einem Schritt alle ndtigen Reaktanden zur Reaktion bringt und durch
die nachfolgende einfache Separation (z.B. Filtration durch eine Membran) einen optisch frei sichtbaren,
hoch sensitiven Antigennachweis gestattet.

Ein Merkmal dieses Verfahrens liegt zum einen in der Verwendung eines Fc-reaktiven Proteins -
kojugiert mit verschiedenen indikatoren wie Gold, Pigmente, FITC, gefirbte Kunststoffpartikel etc. wie
beispielsweise Protein A-Gold Konjugat, Protein-G-Gold Konjugat, Anti-Anitkdrper Gold Kojugat, Protein A
FITC. Protein A+ G Farblatex Konjugat, Komplementfaktoren etc. - zur Detektion der Antigen- Fab - oder F-
(ab).-Fragment-Bindung auf den Latexpartikeln. Protein A und Protein G sind beispieisweise relativ kleine
Proteine, die spezifisch am Fc-Fragment von IgG-Molekdlen binden. Der Antikdrper wird auch nach der
Bindung an Protein A oder Protein G nicht in seiner Antigenbindungskapazitat beeinfluBt, soda eine
simultane Inkubation beider Reaktanten in fliissiger Phase méglich wird.

Weiters ist fir das Verfahren der Erfindung die simultane Inkubation von Detektorreagenz und der zu
untersuchenden Probe von zentraler Bedeutung, da im erfindungsgemégen System auch unspezifische 1gG
Molekiile zur Signalverstdrkung genutzt werden. Da auf einem einzigen Goldpartikel bis zu 70 Molekile
Protein A oder Protein G gebunden sind. kénnen diese bis zu 140 IgG Molekiile binden, die ihrerseits
wiederum an auf anderen Goldpartikeln gebundenen Protein A oder -G Molekile binden k&nnen. Die dabei
entstehenden Komplexe kdnnen dann, auch wenn nur ein einzigeR AntikGrper aus dem Komplex ein
spezifischer AntikSrper ist, von den Latexpartikeln spezifisch gebunden und anschlieBend auf der Membran
zurlickgehalten werden. Das Signal wird dabei durch das Mitnehmen der nicht antigenspezifischen Antikor-
pern um ein Vielfaches verstarkt.

Samtliche immunologische Reaktionen (Antigen-Fab- bzw. F(ab),-Fragment-Bindung und Detektion)
erfolgen bei diesem System gleichzeitig und innerhalb von 60 Sekunden. Im darauffolgenden Filtrations-
schritt erfolgt die vollstindige Abtrennung Uberfllissiger Reaktanten. Unspezifische Reaktionen werden in
einem einzigen Waschschritt in Anschiu an die Filtration eliminiert. Das Ergebnis ist sofort, also ohne
Substratzugabe, sichtbar und es bedarf auch keines Abstoppens irgendwelcher Enzymreaktionen. Durch die
wenigen und sehr einfach durchzufiihrenden Reaktionsschritte werden darliberhinaus Fehlerquelien bei der
Testdurchfiihrung weitestgehend eliminiert.

Die Verwendung von Latexpartikeln als Trager fir die Fab- oder F(ab):-Fragmente in fllissiger Phase
erméglichen eine optimale Beschleunigung der Kinetik der Antigen-Antikdrper-Reaktion, da durch die
Suspension der Latexpartike! diffusionsbedingte ProzeBlimitationen vermieden werden. Zusitzlich beschieu-
nigt wird diese Reaktion durch die durch die Gravidation bedingte Sedimentation der Latexpartikel wahrend
der Inkubation, sodaB eine permanente Bewegung (Schiitteln) des Testansatzes entfallen kann.

Die Testdurchfiihrung ist duBerst einfach und besteht lediglich aus einer zu untersuchenden Vorgabeld-
sung (z.B. Serumverdiinnung), Zugabe dieser zu der einen Komponente des Mittels mit nachfolgender
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Zugabe der zweiten Komponente, Uberfiihren des Reaktionsgemisches auf die Filtervorrichtung und nach
erfoigter Filtration Zugabe von 5 Tropfen WaschlSsung (zum Wegwaschen Uberflissiger Reaktanden). Eine
Zubereiten der Reagenzien entfillt. Der Zeitbedarf fir den vollstandigen Nachweis betrdgt héchstens 3
Minuten. Der ProzeB eignet sich sowohl zur Durchfiihrung von Einzeltests als auch fiir die Testung gréBerer
bis groBer Serien, da eine Automatisation unter Verwendung der gdngigsten ELISA-Prozessoren sehr leicht
mdéglich ist.

In den angeschlossenen Zeichnungen ist in Fig. 1 das erfindungsgemiBe Nachweisverfahren und in
Fig. 2 die Herstellung von Fab-, F(ab).- und Fc- Fragmenten schematisch dargestellt.

Bei dem Verfahren und dem Testsystem flr die Bestimmung von Antigenen werden auf den Latexparti-
keln Fab- oder F(ab):-Fragmenteeines flr das zu detektierende Antigen spezifischen monoklonalen Antikdr-
pers (Antikbrper 1) immobilisiert (vgl. Fig. 1). Zusétzlich wird im Reaktionsgemisch ein weiterer monoklona-
ter AntikGrper vorgelegt, der sich in seiner Epitopspezifitdit vom immobilisierten Antik&rper unterscheidet.

Bei dem Nachweis von Antigen(en) erfolgen sdmtliche Reaktionsschritte simultan innerhalb von 60
Sekunden. Die Detektion erfolgt unter Verwendung von Fc-reaktiven Protein-Gold-, Protein-Farblatex- oder
Protein-Farbpartikel-Konjugate (wie z.B. Protein-A-Gold, Protein-G-Gold, Protein A-Farblatex). Bei der Ver-
wendung von IgG-héltigen Antigenproben (Serum, Plasma) werden unspezifische igG-Molekiile zur Signai-
verstirkung geniitzt. Nicht oder nur geringfiigig IgG-héltige Antigenproben (Urin) k3nnen durch Zugabe von
Fc-Fragmenten oder gereinigtem IgG zum Reaktionsgemisch ebenfalls von diesem Verstdrkungsmechanis-
mus profitieren.

Fc-, Fab- bzw. F(ab).-Fragmente von Immunglobulinen kénnen durch Spaitung von IgG mit Papain (Fc
und Fab) bzw. Pepsin (Fc und F(ab),) und anschlieBender chromatographischer Trennung der Fragmente
erhalten werden (Fig. 2).

FGr die Herstellung des Reaktionsgemisches ist zu beachten, daB dieses aus zwei Komponenten
besteht, von denen unmittelbar vor Verwendung eine mit der Probe versetzt wird und das so erhaitene
Gemisch mit der anderen Komponente gemischt wird. Ideaierweise besteht eine Komponente (Komponente
I) aus mit Fab-Fragmenten beschichteten Latexpartikeln mit dem Detektoreagenz (z.B. Protein-A-Gold) in
einer physiologischen Pufferlésung, die andere Komponente (Komponente Il) aus dem antigenspezifischen
monoklonalen AntikSrper und (gegebenenfalls) unspezifischen IgG-Molekiilen bzw. deren Fc-Fragmenten
ebenfalls in einer physiologischen Pufferldsung. Unspezifische IgG-Molekiile bzw. deren Fc-Fragmente
kommen nur dann zur Anwendung, falls das System zum Nachweis von Antigenen in nicht IgG-h3itigen
Flussigkeiten (Proben) verwendet wird.

Die Testdurchfiihrung erfolgt dann wie folgt:

Zu einer Verdlnnung der zu bestimmenden Antigenidsung wird zuerst Komponente Il zugegeben und
unmittelbar darauf mit Komponente | vermengt. Die weiteren Schritte sind Inkubieren, Filtration und das
Auswerten.

Durch entsprechende Einstellung der einzelnen Testkomponenten kann jene Kombination ermittelt
werden, bei deren Verwendung eine (lineare) Korrelation zwischen Signalintensitdt und Antigengehalt einer
Probe besteht. Bei Verwendung von geeigneten Auswertesystemen (Dot-Scannern) wird bei gleichzeitiger
Bestimmung von Antigen-Standardproben bekannter Konzentration auch eine quantitative Antigenbestim-
mung ermdglicht.

Im einzelnen kann beim Nachweisverfahren gem&B der Erfindung beispielsweise wie folgt vorgegangen
werden:

1.) Herstellen der Komponente | des Reaktionssystems:

Aus filir das zu detektierende Antigen spezifischen, monoklonalen AntikSrpern (Antikdrper 1) werden
entweder durch Papainspaltung Fab- Fragmente oder durch Pepsinspaltung F(ab),-Fragmente (siehe Fig. 2)
hergestellt. Mit den so gewonnenen Fab- oder F(ab)-Fragmenten werden Triger, z.B. Latexpartikel (aus
Polystyrol) mit einem Durchmesser von 1 um beschichtet.

Weiters wird ein Konjugat aus Fc-reaktivem Protein (Protein A) und einem Indikator (z.B. Goldpartikel,
FITC oder Farblatex) hergestellt (beispielsweise Protein-A-Gold-, Protein-G-Gold-, Protein-A-Farblatex-Kon-
jugat).

Der beschichtete Triager und das Konjugat werden in eine Pufferldsung, insbesondere eine physiologi-
sche Pufferldsung eingetragen und die so gewonnene Komponente | fiir die Bestimmung vorriitig gehalten.
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2.) Herstellen der Komponente Il des Reaktionssystems:

Bezliglich des zu detektierenden Antigens spezifische, monoklonale Antik&rper (AntikSrper 2) und
bezliglich des zu detektierenden Antigens unspezifische IgG-Molekiile (AntikGrper) bazw. deren Fc-Fragmen-
te werden ebenfalls in eine physiologische Pufferldsung eingetragen.

Unspezifische IgG-Molekiile bzw. deren Fc-Fragmente werden in die Komponente Il nur eingebracht,
wenn eine IgG-arme oder IgG-freie Probe (z.B. Urin), nicht aber eingebracht, wenn eine ohnedies IgG-
haltige Antigenprobe (Serum, Plasma) untersucht wird.

3.) Durchfiihren des Nachweisverfahrens:

Unmittelbar vor dem Nachweis wird in die Komponente Il die mit einer Pufferidsung, insbesondere mit
einer physiologischen Pufferldsung, verdiinnte Losung von Antigenen (Probe, die allenfalls das nachzuwei-
sende Antigen enthdlt) zugegeben. Dabei wird eine Komponente Il mit unspezifischen IgG-Molekilen
(Anitkdrpern) oder deren Fc-Fragmenten angewendet, wenn in der Antigen(e) enthaltenden Probe (z.B. Urin)
wenig oder keine IgG-Molekiile enthalten sind.

Wenn eine IgG-haltige Probe (z.B. Plasma, Serum) dem Nachweisverfahren unterworfen wird, wird die
mit Pufferldsung (physiologische Pufferldsung) verdinnte, zu bestimmende Antigenl&sung in eine Kompo-
nente |l eingetragen, die nicht mit unspezifischen IgG-Molekulen (Antikérpern) oder deren Fc-Fragmenten
versetzt wurde. Dem so erhaitenen Gemisch wird die Komponente | zugegeben.

Das so erhaltene Reaktionsgemisch wird 30 bis 120 sek lang, vorzugsweise 60 sek lang bei einer
Temperatur von 19 bis 30°C inkubiert. Bei der Reaktion bilden sich Komplexe aus Konjugat und den
entweder in Komponente Il oder in der Probe enthaltenen Antikdrpern (Antikdrper 2 und IgG-Molekdle). Die
Komplexe reagieren lber die in ihnen enthaltenen, beziiglich des nachzuweisenden Antigens spezifischen
Antikdrper 2 mit dem Antigen. Das nachzuweisende Antigen bindet sich seinerseits an die Fab- oder F(ab)-
2-Fragmente (des Antikdrpers 1), mit welchen der Triger beschichtet ist. So entstehen Aggregate aus
Trager, zu bestimmendem Antigen und Komplexen aus Konjugat und AntikSrpern 2.

Nach dem Inkubieren wird Uber eine Membran (z.B. eine Nylonmembran) filtriert, wobei Komplexe ohne
angelagerte Antigene und Komplexe mit angelagerten, nicht nachzuweisenden Antigenen durch die Mem-
bran hindurchtreten, wogegen die oben beschriebenen Aggregate, die nachzuweisende Antigene enthalten,
auf der Membran zuriickgehalten werden.

im AnschluB an den Filtrationsvorgang wird mit einer Detergens-Pufferldsung gewaschen.

Das von den auf der Membran zuriickgehaltenen Aggregaten gebildete Signal (Féarbung, bei Verwen-
dung von Goldpartikein als Indikator eine Rotfarbung) dient als Signal fiir die Anwesenheit von nachzuwei-
sendem Antigen, d.h. einem soichen, fiir welches das auf dem Trédger immobilisierte Fab- oder F(ab)z-
Fragment spezifisch ist.

Durch gezielte Kombination von Komponente | und Komponente Il liegt eine Korrelation zwischen
Signalintensitdt und Antigengehalt der Probe vor. Es ist daher mit Hilfe von Auswertesystemen (Dot-
Scannern) und gleichzeitiger Bestimmung von Antigenstandardproben bekannter Konzentration eine quanti-
tative Antigenbestimmung méglich.

Beispiele:

Beispiel 1: Bestimmung von hCG im Urin oder Serum unter Verwendung von zwei monokionalen anti-
hCG Antikdrpern zur Feststellung von Schwangerschaften oder fur die Tumordiagnostik.

Beispiel 2: Bestimmung von HIV-1 p24 Antigenen unter Verwendung von zwei monoklonalen anti-p24
Antikérpern zum HIV-Antigennachweis.

Beispiel 3: Bestimmung von Hepatitis B-Antigenen im Serum oder im Plasma unter Verwendung von
zwei monoklonalen anti-Hepatitis-B-AntikGrpern.

Beispiel 4: Bestimmung von PMSG unter Verwendung von zwei monckionalen anti-PMSG-AntikGrpern
2ur Ermittlung der Tréchtigkeit von Stuten.

Beispiel 5: Bestimmung von Mykotoxinen (Aftatoxin, Zearalenon ...) in Lebens- bzw. Futtermittein unter
Verwendung von jeweils zwei spezifischen monokionalen AntikGrpern.

Beispiel 6: Bestimmung diverser Tumormarker (z.B. a-Fetoprotein) unter Verwendung von zwei spezifi-
schen monoklonalen Antikdrpern.

Zusammenfassend kann die Erfindung beispielsweise wie folgt dargestelit werden: Ein in einer Probe
enthaltenes Antigen kann durch Binden des nachzuweisenden Antigens an ein Fab- oder F(ab).-Fragment
eines fiir das nachzuweisende Antigen spezifischen, monoklonalen Antikdrpers nachgewiesen werden.
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Hiezu wird die Probe in einem Reaktionsgemisch, das einen partikelférmigen Trager, an dem Fab- oder F-
(ab)2-Fragmente eines fir das nachzuweisende Antigen spezifischen monoklonalen Antikérpers immobili-
siert sind, und ein Konjugat, das aus wenigstens einem zum Fc-Fragment von Antikdrpern reaktiven Protein
und einem an dieses gebundenen Indikator besteht, sowie wenigstens einen beziiglich des nachzuweisen-
den Antigens spezifischen monokionalen Antikdrper enthilt, inkubiert. Dabei bilden sich Aggregate aus
partikelfdrmigem Trdger, dem nachzuweisenden Antigen und Komplexen bestehend aus Konjugat und
Antik&rpern. Das Reaktionsgemisch wird filtriert und auf dem Filter auf die Anwesenheit (Farbreaktion) von
das nachzuweisende Antigen enthaitenden Aggregaten geprift.

Ein Mittel zum Nachweisen eines in einer Probe enthaltenen Antigens, das zur Anwendung beim
Durchfiihren des Verfahrens geeignet ist, besteht aus einer Komponente | und einer Komponente ). Die
Komponente | enthélt einen partikelfsrmigen Tréger, der mit Fab- oder F(ab).-Fragmenten eines fiir das
nachzuweisende Antigen spezifischen AntikGrpers beschichtet ist, und ein Konjugat, das aus wenigstens
einem zum Fc-Fragment von Antikdrpern reaktiven Protein und einem Indikator besteht. Die Komponente i
enthalt fir das nachzuweisende Antigen spezifische, monoklonale AntikSrper und gegebenenfalls beziiglich
des nachzuweisenden Antigens unspezifische IgG-Molekiile bzw. deren Fc-Fragmente.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweisen eines in einer Probe enthaltenen Antigens durch Binden des nachzuweisen-
den Antigens an ein Fab- oder F(ab),-Fragment eines flir das nachzuweisende Antigen spezifischen,
monoklonalen AntikGrpers, dadurch gekennzeichnet, daB man die Probe in einem Reaktionsgemisch,
das einen partikelfdrmigen Trager, an dem Fab- oder F(ab),-Fragmente eines flir das nachzuweisende
Antigen spezifischen monoklonalen AntikSrpers immobilisiert sind, und ein Konjugat, das aus wenig-
stens einem zum Fc-Fragment von AntikSrpern reaktiven Protein und einem an dieses gebundenen
Indikator besteht, sowie wenigstens einen bezlglich des nachzuweisenden Antigens spezifischen
monoklonalen AntikGrper enthdlt, inkubiert, um Aggregate aus partikelférmigem Trager, dem nachzu-
weisenden Antigen und Komplexen, bestehend aus Konjugat und AntikGrpern, zu bilden, und daB8 man
dann auf die Anwesenheit von Aggregaten priift, die das nachzuweisende Antigen enthalten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als Triger Latexpartikel, insbesonde-
re solche aus Polystyrol, verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da8 man Latexpartikel mit einem Durchmesser
von 1 um verwendet.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB8 man ein Reaktionsge-
misch verwendet, das als Konjugat Protein-A-Gold-Konjugat, Protein-G-Gold-Konjugat, Anti-Antik&rper-
Gold-Konjugat, Fc-reaktives Protein-FITC-Konjugat oder Protein-A + G-Farblatex-Konjugat enthalt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Reaktionsgemisch verwendet,
das als Konjugat Protein-A-Gold-Konjugat und/oder Protein-G-Gold-Konjugat enthdit, und da8 die
Goldpartikel einen mittleren Durchmesser von 20 nm aufweisen.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Reaktionsge-
misch verwendet, das die Reaktionspartner in einer Pufferlésung, insbesondere einer physiologischen
Pufferidsung, enthilt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man das nachzuweisen-
de Antigen enthaltende Aggregate vom Reaktionsgemisch durch Filtrieren abtrennt.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man das Filtrieren mit Hilfe einer
Membran, insbesondere einer Nylonmembran, ausfiihrt.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, da man das Filtrieren durch Anwen-
den von Vakuum oder durch Anordnen eines saugfdhigen Kissens unter den Filter, insbesondere der
Membran, unterstiitzt.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, da8 man die auf dem Filter
zurlickgehaltenen Aggregate wéscht.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB man mit Hilfe einer Detergenspufferld-
sung wascht.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, da8 man das Reaktionsge-
misch 30 bis 120 sek lang, vorzugsweise 60 sek lang bei einer Temperatur von 19 bis 30 C inkubiert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da man das Reaktionsge-
misch aus zwei Komponenten bildet, wobei die Komponente I den beschichteten Trager und Konjugat
und die Komponente !l antigenspezifische monokionale Antikrper enthilt, da8 man die Antigenprobe
der Komponente !l zugibt, und da8 man dem so erhaltenen Gemisch die Komponente | zusetzt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB man bei der Untersu-
chung einer nicht oder nur geringfligig IgG-Molekiile enthaltenden Antigenprobe, wie beispielsweise
Urin, eine Komponente Il verwendet, die zusitzlich zu dem antigenspezifischen, monokionalen Antikdr-
per unspezifische IgG-Molekiile bzw. deren Fc-Fragmente enthalt.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, da8 man Komponente 1 und
Komponente I in Form von L&sungen in einem Puffer, insbesondere einem physiologischen Puf-
fer/verwendet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB man zum Nachweisen
von hCG in Urin oder Serum einen partikelfdrmigen Trager verwendet, der mit Fab- oder F(ab).-
Fragmenten von einem monoklonalen Anti-hCG-AntikGrper beschichtet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da8 man zum Nachweisen
von HIV-1 p24-Antigen einen Trager verwendet, der mit Fab- oder F(ab).-Fragmenten von einem
monoklonalen Anti-p24-Antikdrper beschichtet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da8 man zum Nachweisen
von Hepatitis-B-Antigen in Serum oder Plasma einen Trager verwendet, der mit Fab- oder F(ab)z-
Fragmenten von einem monoklonalen Anti-Hepatitis-B-AntikSrper beschichtet ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB man zum Nachweisen
von PMSG einen Triger verwendet, der mit Fab- oder F(ab),-Fragmenten von einem monoklonalen
Anti-PMSG-Antikérper beschichtet ist.

Mittel zum Nachweisen eines in einer Probe enthaltenen Antigens, insbesondere zur Anwendung beim
Durchfiihren des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da8 das
Mittel aus einer Komponente | und einer Komponente Il besteht, daB die Komponente | einen
partikelfdrmigen Tréager, der mit Fab- oder F(ab).-Fragmenten eines fiir das nachzuweisende Antigen
spezifischen Antik3rpers beschichtet ist, und ein Konjugat enthdlt, das aus wenigstens einem zum Fe-
Fragment von Antikdrpern reaktiven Protein und einem Indikator besteht, daB die Komponente Il fir das
zu bestimmende Antigen spezifische, monoklonale Antikérper und gegebenenfalls beziiglich des
nachzuweisenden Antigens unspezifische IgG-Molekile bzw. deren Fc-Fragmente enthait.

Mittel nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager aus Latexpartikeln, insbesondere
solchen aus Polystyrol, besteht.

Mittel nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, da8 die Latexpartikel einen durchschnittlichen
Durchmesser von 1 um besitzen.

Mittel nach einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB der Indikator Gold,
Pigment, FITC oder gefdrbte Kunststoffteilchen ist.
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Mittel nach einem der Anspriiche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB der Indikator Gold-Partikel
mit einem mittleren Durchmesser von 20 nm sind.

Mittel nach einem der Anspriiche 20 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente | als
Konjugat Protein-A-Gold-Konjugat, Protein-G-Gold-Konjugat, Anti-Antikdrper-Gold-Konjugat, Protein-A-
FITC-Konjugat oder Protein-A + G-Farblatex-Konjugat enthalt.

Mittel nach einem der Anspriiche 20 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponenten | und |
L3sungen in einem Puffer, insbesondere einem physiologischen Puffer, sind.

Mittel nach einem der Anspriiche 20 bis 26, dadurch gekennzeichnet, da8 der partikelférmige Trager
mit wenigstens einem Fab- oder F(ab).-Fragment der nachstehend genannten Antikdrper beschichtet
ist:

beziiglich viraler Antigene spezifische monoklonale Antikdrper,

beziglich bakterieller Antigene spezifische monokionale Antikdrper,

beziglich zeliuldrer und extrazelluldrer Antigene spezifische monoklonale Antikdrper,

monoklonale Anti-hCG-Antik&rper,

monoklonale Anti-p24-AntikGrper,

Anti-Hepatitis-B-Antikdrper,

monoklonale Anti-PMSG-Antikdrper,

bezlglich Mykotoxinen spezifische monoklonaler Antik&rper,

bezliglich Tumormarker spezifischer monoklonaler Antikdrper.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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