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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Reagens zur Freisetzung von Antigenen oder DNA und RNA aus
Komplexen bzw. Zellen und Viren sowie ein Verfahren zur quantitativen Freisetzung von Antigenen oder
DNA und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren.

Bisher werden immunchemische Tests wie ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), RIA (Radio
Immuno Assay), FIA (Fluorescence Immuno Assay), Agglutinationstests und Prézipitationstests in ihren
unterschiedlichsten Variationen eingesetzt, um sehr selektiv und sensitiv bestimmte Molekiile zu detektieren
und auch zu quantifizieren. Diese Methoden basieren alle auf Antigen-AntikGrperreaktionen. Bei der
Bestimmung von Antigenen aus Kdorperflussigkeiten von Menschen und Tieren gibt es jedoch sehr oft
Probleme, da bedingt durch die Abwehrreaktion des Organismus die Antigene mit kdrpereigenen Antik&r-
permolekiilen reagieren und so Immunkomplexe bilden oder die Proteine in natlirlicher Form assoziert mit
anderen Proteinen vorliegen. Derart gebundenen Antigen-molekile sind in immunchemischen Tests kaum
oder {iberhaupt nicht detektierbar. Speziell bei medizinischen Fragestellungen, wie 2.B. der Bestimmung
von viralen oder bakteriellen Antigenen sowie von Tumormarkern, wird durch die Bildung von Immunkom-
plexen eine quantitative Antigenbestimmung teilweise unméglich.

Zusiatzlich ist das AusmaB der Bildung von Immunkomplexen oder auch der Proteinkomplex-Dissozie-
rung zeitlich und individuell extrem unterschiedlich.

Mit bisher pubilizierten und angewandten Verfahren zur Freisetzung von Antigenen ist keine allgemein
befriedigende und konstant hohe Ausbeute erzielbar. Zur Zeit angewandte Verfahren sind die S&ure-
Dissozierung, z.B. nach Ascher et al. ("Acidification-modified p24 antigen capture assay in HIV-seropositi-
ves", Journal of Aquired Immune Deficiency Syndromes 5, 1080-1083, 1992) und die Hitze-Dissozierung,
z.B. nach Schiipach et al. ("Quantitative and sensitive dedection of immune-complexed and free HIV
antigen after boiling of serum”, Journal of Virological Methods, 43, 247-256, 1992).

Beim Sidure-Dissoziierungsverfahren werden die Proben mit einem stark sauren Puffer versetzt, eine
bestimmte Zeit lang inkubiert und anschlieBend durch Zugabe eines alkalischen Puffers wieder neutralisiert.
Die hauptsédchlichen Nachteile des Sdure-Dissoziierungsverfahren sind wie folgt.

1. Nicht alle Antigen-AntikGrperbindungen kdnnen durch Zugabe eines stark sauren Puffers oder Siure
geltst werden. Dies ist abhZngig von der Art des Epitops und den Eigenschaften der involvierten
AntikSrper.

2. Durch dieses Verfahren kdnnen nicht alle Antikdrper soweit denaturiert werden, da8 sie nach erfolgter
Neutralisation nicht wieder Immunkompiexe bilden.

3. Durch die starke Absenkung des pH-Wertes (auf etwa pH 2,0) kommt es je nach Proteingehalt der
Probe zu einer unkontrollierten sauren Proteinprézipitation, die teilweise unlsliche Prizipitate mit sich
bringt. In diesen Prézipitaten kann ein erheblicher Anteil von Immunkomplexen und freie Antigenmoleku-
len eingeschlossen sein und daher der Nachweisreaktion entzogen werden.

Beim Hitze-Dissoziierungsverfahren werden die- Proben mit destillietem Wasser oder 0,5% Triton X-
100® Ldsung 1:3 verdiinnt und ein paar Minuten in einem kochenden Wasserbad inkubiert. Die hauptséchli-
chen Nachteile des Hitze-Dissoziierungsverfahren sind wie folgt.

1. Bei héherem Proteingehalt der Probe ist diese Methode nicht geeignet, da es zu einer aligemeinen
Hitzekoagulierung kommt und die Proben daher v3llig ausgelieren.

2. Bei proteinarmen Proben ist es von der Art und Gré8e der vorhandenen Immunkomplexe abhéngig,
ob es zu einer teilweisen Auflésung oder vorwiegend zu einer Koagulierung der Immunkomplexe kommt.

In der EP-0 857 530-A2, der EP-0 338 591-A2, der US-5 346 999-A und der US-4 830 969-A wird
jeweils die Verwendung von Natriumdodecylsulfat (SDS) und Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) in einem
Verfahren zur Extraktion von z.B. Nukleinsduren aus biologischen Proben, wie Zellen, beschrieben.

Bei Verwendung von EDTA als Chelatbildner ist eine weitere Behandlung der Proben, wie durch
Extraktion, Zentrifugation, Waschen oder dergleichen, erforderlich. Trotz derartiger Reinigungsschritte
kdnnen z.B. bei hamolytischen Proben (Seren, Plasma etc.) durch EDTA maskierte Schwermetallionen, wie
Eisen, die auch nach Waschschritten im Reaktionsgefad verbleiben, bei einem ELISA mit Peroxidase falsch
positive Ergebnisse liefern.

Die US-5 395 555-A betrifft eine wisserige Reinigungsidsung fiir durch Urin stark verschmutzte
Teppiche und dgl., welche Reinigungslésung eine Kombination von DETAPAC und SDS umfaBt. Eine
mdgliche Verwendung dieser Reinigungs!Ssung in einem Reagens zur Freisetzung von thermostabilen
Antigenien oder DNA und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren wird nicht offenbart.

Eine erste Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile der bisher bekannten Dissoziie-
rungsverfahren zu berwinden und ein Reagens zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen oder DNA
und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgema8 dadurch gelGst, daB ein Reagens zur Freisetzung von thermosta-
bilen Antigenen oder DNA und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren Natriumdodecylsulfat (SDS) und
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Diethylentriaminpentaessigsdure (DETAPAC bzw. DTPA) oder ein Salz hievon als Chelatbildner umfast.

Natriumdodecyltsulfat (im folgenden mit SDS abgekiirzt) wird bisher standardm#Big bei der SDS-
Elektrophorese in einer Konzentration von 1-2 % eingesetzt. Durch die Anlagerung von SDS an die
vorhandenen Proteine werden diese mit einer Vielzahl von negativen Ladungen versehen, wodurch die
Mobilitdt im elektrischen Feld verbessert und die Laufrichtung der Proteine zur Anode hin ausgerichtet wird.
Durch einen Gradient in der Gelmaschenweite werden die Molekiile derart nach der Gro8e aufgetrennt.
Dies bedingt auch, daB der vorhandene groBe Uberschu8 an ungebundenem SDS von den Proteinen
getrennt wird und bei eventuell nachfolgenden immunchemischen Reaktionen, wie z.B. Westernblot, nicht
stort. Bei einem immunchemischen Test wird jedoch jede Reaktion durch in der Probe vorhandenem freien
SDS (bereits im Bereich von Zehntel Promille) stark negativ beeintrachtigt. Da eine Abtrennung von SDS
aus der Probe sehr aufwendig ist (Ultrafiltration; Diafiltration, etc.) und diese Verfahren lberdies teuer und
nie quantitativ reproduzierbar sind, wurde SDS bei quantitativen Test wie ELISA, RIA stc., bisher nicht zur
Aufldsung von Immunkomplexen eingesetzt. Es wurde nun Uberraschenderweise gefunden, caB eine
Lésung umfassend SDS zur besseren Solvatisierung von Proteinen und Destrukturierung komplexer
Proteine sowie einen Chelatbildner zur effektiven Maskierung von freien Schwermetallionen erfolgreich als
Reagens zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen oder DNA und RNA aus Komplexen bzw. Zellen
und Viren eingesetzt werden kann.

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméBen Reagens sind SDS und der
Chelatbildner in einem Masseverhiltnis von 4 : 1 oder héher vorhanden. Ein derartiges Masseverhiltnis
stellt sicher, daB einerseits die vorhandenen Proteine wirksam solvatisiert bzw. - falls vorhanden - die
Strukturen komplexer Proteine aufgebrochen werden und andererseits freie Schwermetallionen durch den
Chelatbildner effektiv maskiert werden.

Ginstig ist auch, wenn SDS und der Chelatbildner in wisseriger L&sung vorliegen. Eine derartige
Ldsung ist sofort einsatzbereit, insbesondere zur Verwendung bei biologischen Proben geeignet und weist
auch eine ausreichende Stabilitit auf. Die Reagenslésung wird dabei in Ubereinstimmung mit der Protein-
matrix der Proben unverdiinnt oder entsprechend mit destilliertem Wasser vorverdiinnt eingesetzt.

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein verldBliches und reproduzierbares Verfah-
ren zur quantitativen Freisetzung von Antigenen aus Immunkomplexen oder Proteinkomplexen sowie von
DNA und RNA aus Zellen und Viren in einer Probe flir eine quantitative Bestimmung von Antigenen
bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, daB die Probe mit dem vorstehend beschriebe-
nen Reagens gemischt, erhitzt und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt wird. Als Proben
kommen insbesondere K&rperfliissigkeiten, wie Serum, Plasma, Lymphfilissigkeit und Schieimabsonderun-
gen, sowie Zellkuituriiberstdnde in Betracht. Allgemein kann das erfindungsgem&dBe Verfahren jedoch an
jeglicher Probe eingesetzt werden.

Dabei ist besonders giinstig, wenn der pH der Reaktionsiésung auf 7,0 bis 7,4 eingestellt wird,
beispielsweise mit 1N NaOH, und die thermische Behandlung bei einer Temperatur von 60 bis 100°C
widhrend 3 bis 60 Minuten erfolgt. '

Vorzugsweise wird die Probe dabei mit dem Reagens in einem Volumsverhiltnis von etwa 1 : 2
gemischt.

Ginstig ist auch, wenn die Konzentration von SDS und dem Chelatbildner durch Verdinnen des
Reagens an die Proteinkonzentration der Probe angepaBt wird. Das Verfahren kann so ganz einfach dem
Verbrauch an Reagens durch die Proteinmatrix der Probe angepaBt werden und ein stdrender EinfluB
bedingt durch die Reaktionsidsungskomponenten in nachfoigenden Tests wie z.B. ELISAs kann dadurch
vermieden werden. ’

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird beispielsweise wie folgt durchgefihrt.

Die beispielsweise Antigene génzlich oder teilweise in gebundener Form als Immunkomplexe enthalten-
den Proben werden mit einer wisserigen Ldsung des erfindungsgeméBen Reagens im Verhiltnis 1:2 in
verschliebaren ReaktionsgefdBen gemischt. Dann werden die ReaktionsgefidBe einer thermischen Behand-
lung in einem Wasserbad ausgesetzt (3-60 min. bei 60-I00°C) und anschlieBend wieder rasch auf
Raumtemperatur abgekihit.

Die vorliegende Erfindung ermdglicht dabei eine allgemein konstante Freisetzung von Antigenmolekiilen
aus Immunkomplexen, Proteinkomplexen, sowie von DNA und RNA aus Zellen oder Viren. Mit dem
erfindungsgeméBen Reagens wird durch die optimierte SDS-Konzentration eine derartige Solvatisierung von
Proteinmolekdilen erreicht, daB diese kolloidal in L&sung gehen und auch in L&sung bleiben. Durch die
Kombination mit der thermischen Behandlung werden thermolabilere Proteine, wie Antikdrper die aus
mehreren Proteinketten bestehen, soweit denaturiert, da8 weder eine Antigenbindung noch eine intakte
Molekdiiistruktur aufrecht bleibt und auch keine ausreichende Renaturierung mdglich ist. Durch die Verwen-
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dung von DETAPAC bzw. DTPA oder einem Salz hievon als Chelatbildner im erfindungsgemasen Reagens
werden in den Proben vorhandene Schwermetallionen effektiv maskiert. Auf diese Weise werden durch
Schwermetallionen médglicherweise verursachte unerwiinschte Reaktionen, wie unspezifische Proteinbindun-
gen oder Proteinprézipitationen, und m&gliche Stdrungen in Tests zur Antigenbestimmung verhindert. Ein
wesentlicher Vorteil des erfindungsgemiBen Verfahrens besteht darin, daB die Konzentration an Reagens in
der Reaktionlosung durch Verdlinnen mit destilliertem Wasser einfach an den Proteingehalt und damit dem
Verbrauch durch Bindung angepaBt werden kann. Dadurch wird eine negative Auswirkung auf die im Test
eingesetzten Antikérper oder sonstigen Proteinmolekiile vermieden. Bei einem bevorzugten Mischungver-
hiltnis von 1 (Probe): 2 (Reaktionidsung) wird das Reagens in folgender optimaler Konzentration eingesetzt
(alle Angaben in %-Masse):
- fiir humanes oder tierisches Plasma SDS 0,4%, DETAPAC 0,1%
fur humanes oder tierisches Serum SDS 0,2%, DETAPAC 0,05%, (d.h. Verdlinnung 1 : 2),
fur Zellkulturiberstinde mit 20% FCS (Fetal Calf Serum Albumine) SDS 0,1%, DETAPAC 0,025%,
{(d.h. Verdlnnung 1 : 4),
fiir Zellkulturiiberstande mit 10% FCS SDS 0,05%, DETAPAC 0,0125%, (d.h. Verdinnung 1 : 8).
Eventuell auftretende Denaturierungen des Zielproteins oder der Zielpeptide werden dadurch kompen-
siert, daB der Standard in entsprechender Probenmatrix vorverdiinnt und gleichbehandeit wird. Die Dauer
der Hitzebehandiung und die Temperatur werden entsprechend der Hitzestabilitdt des Proteins oder Peptids
gewihlt, z.B. 4 min. bei 100° C, 15 min. bei 90 °C, 30 min. bei 80° C oder 60 min. bei 70°C).
Die beiliegenden Figuren zeigen:
Fig. 1 einen Vergleich des erfindungsgemaBen Verfahrens mit den Verfahren des Standes der Technik
(S4uredissoziierung bzw. Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung in humanem Plasma, humanen
Serum und Zellkulturmedium RPMI mit 10 % FCS,
Fig. 2 einen Vergleich des erfindungsgeméBen Verfahrens mit den Verfahren des Standes der Technik
(S&uredissoziierung bzw. Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen, die sich
mit monokionalen Antikérpern (IAM MO1, IAM 1D7, IAM 37G12 und IAM 3A6) gebildet haben, in
humanem Plasma, bezogen auf unbehandelten p24 Standard,
Fig. 3 einen Vergleich des erfindungsgeméBen Verfahrens mit den Verfahren des Standes der Technik
(Sauredissoziierung bzw. Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen, die sich
mit monoklonalen Antikérpern (IAM MO1, IAM 1D7, 1AM 37G12 und IAM 3A6) gebildet haben, in
humanem Serum, bezogen auf unbehandelten p24 Standard,
Fig. 4 einen Vergleich des erfindungsgeméBen Verfahrens mit den Verfahren des Standes der Technik
(S4uredissoziierung bzw. Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen, die sich
mit monokionalen Antikérpern (IAM MO1, 1AM 1D7, IAM 37G12 und IAM 3A6) gebildet haben, in
Zellkulturmedium RPMI mit 10 % FCS, bezogen auf unbehandelten p24 Standard,
Fig. 5 einen Vergleich eines Verfahrens des Standes der Technik (Sduredissoziierung) bei der p24
Wiederfindung aus Immunkomplexen, die sich mit monoklonalen Antikdrpern (IAM MO1, 1AM 1D7, IAM
37G12 und IAM 3A6) gebildet haben, in humanem Plasma, humanen Serum und Zellkulturmedium,
bezogen auf unbehandelten p24 Standard,
Fig. 6 einen Vergleich des Verfahrens des erfindungsgeméaBen Verfahrens bei der p24 Wiederfindung
aus Immunkomplexen, die sich mit monoklonalen AntikSrpern (IAM MO1, IAM 1D7, IAM 37G12 und IAM
3A6) gebildet haben, in humanem Plasma, humanen Serum und Zellkulturmedium, bezogen auf unbe-
handelten p24 Standard,
Fig. 7 zeigt den Testaufbau eines Double Antibody Sandwich ELISAs.
Die nachfolgenden Beispiele bzw. Vergieichsversuche sollen die vorliegende Erfindung eridutern.

1. Beispiel 1: Bestimmung des Verlustes von HIV-1 p24 core Protein durch unterschiedliche Antigenfreiset-
zungs-Verfahren aus Immunkomplexen (vgl. Fig.1).

1.1 Materialien und Verfahren:

Als HIV-1 Antigen ELISA wurden vorerst die ELISA Testkits der Fa. Coulter (USA) und Fa. Mediators
(Wien) parallel verwendet. Da die mit beiden Testkits erhaltenen Ergebnisse ident waren, wurde in weiterer
Folge vorwiegend mit dem Testkit der Fa. Mediators gearbeitet. Als p24-Standard zum Spiken wurde in
allen Tests der Standard (cell culture derived) vom Testkit der Fa. Mediators verwendet. HIV-1 negatives
Humanserum und Plasma wurden von der Blutspendezentrale des Roten Kreuzes in Wien bezogen.

Als ELISA-Reader wurde der EAR400 und als Auswertungs-Software A-Soft der Fa. SLT (Grddig
Austria) verwendet. SDS wurde von Merck, Darmstadt, und DETAPAC von Sigma, St. Louis, USA, bezogen.
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1.2. Versuch:

P24-Standard (25 ng/ml) wurde parallel in HIV-1 negativem Plasma, Serum und Zellkulturmedium
RPMI-1640 mit 10% FCS auf eine Konzentration von 600 pg/ml verdiinnt. Dann wurden Aliquote nach den
Verfahren des Standes der Technik bzw. nach dem erfindungsgemaBen Verfahren (wie unten beschrieben)
behandelt. Die unbehandelten Proben wurden in dem jewsils entsprechenden protischen Medium 1:3 (auf
200 pg p24/mi) verdiinnt. Von allen behandelten und unbehandelten Proben wurden eine 1:2 Verdiinnungs-
reihe (8 Verdlnnungsstufen) angelegt und Aliquote wurden auf die Testplatten Uibertragen. Die Auswertung
in Fig. 1 zeigt den Verlust von freiem p24 verursacht durch die unterschiediichen Behandiungsmethoden.
Séuredissoziierung: 100 i Probe + 100 ul 1,5 M Glycin HCI Puffer (pH 2,0) wurden 60 min. bei 37°C
inkubiert, dann mit 100 wl 1,5 M Tris/HCI Puffer (pH 8,5) neutralisiert.

Hitzedissoziierung: 100 wi Probe + 200 wl 0,5 % Triton X-100® L&sung wurden 5 min. bei 100°C im
Wasserbad inkubiert.

Erfindungsgemé&Bes Verfahren: 100 wl Probe + 200 wl Reagensldsung wurden 4 (3-5) min. bei 100*C
inkubiert. Die Konzentration der eingesetzten Reagens|&sung war bei humanem Plasma SDS 0,4% und
DETAPAC 0.1%, bei humanem Serum SDS 0,2% und DETAPAC 0,05% (1:2 Verdiinnung), fiir Zellkultur-
Uberstdnde mit 20% FCS (Fetal Calf Serum Albumine) SDS 0,1% und DETAPAC 0,025% (1:4 Verdinnung)
und bei Zellkulturmedium mit 10% FCS SDS 0,05% und DETAPAC 0,0125% (1:8 Verdlinnung).

1.3. Zu Fig. 1:

Aus Fig. 1 ist ersichlich, daB der Verlust an HIV-1 p24 core Protein je nach Proteinmatrix und
Behandlungsmethode sehr unterschiedlich ist. Die Verluste beim Séuredissoziierungsverfahren liegen bei 7
bis 14 %, beim Hitzedissoziierungsverfahren bei 26 bis 87 % und beim erfindungsgem#Ben Verfahren bei
16 bis 26%.

Beispiel 2: Bestimmung der Wiederfindung von HIV-1 p24 core Protein aus Immunkomplexen durch
unterschiedliche Antigenfreisetzungs-Verfahren aus Immunkomplexen.

2.1. Materialien und Verfahren:

Die verwendeten monoklonalen anti HIV-1 p24 Antikdrper wurden am IAM (Institut flir Angewandte
Mikrobiologie in Wien) etabliert und produziert. Sonst wurde dieses Beispiel analog zu Beispiel 1 durchge-
fiihrt.

2.2. Versuch:

Um die effektive Freisetzung von HIV-1 p24 core Protein aus Immunkomplexen quantitativ zu bestim-
men, wurden zu dem in Beispiel 1 auf 600 pg p24/ml verdiinnten Proben mit humanen Plasma, Serum
sowie Zellkulturmedium jeweils die monokionalen anti HIV-1 p24 AntikGrper (IAM-24 MO1 (Maus); IAM-24
1D7, 1AM-24 37G12 und IAM-24 3A6, alle human) zugesetzt. Die AntikGrper wurden in konzentrierter Form
(Volumsénderung der Reaktionsldsung <1%) zugesetzt, so da8 die Endkonzentration 1 wg/ml Probe betrug.
Diese Proben (jeweils 1 ml) wurden 90 min. bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert damit sich die
Immunkomplexe ausbilden. Dann wurden Aliquote den in Beispiel 1 angeflihrten Antigenfreisetzungsverfah-
ren unterzogen und wie unter Beispiel 1 ausgeflihrt mittels ELISA quantitativ bestimmt. Die unbehandelten
Aligoute wurden mit den jeweils entsprechenden protischen Medien 1:3 verdinnt (200pg HIV-l p24/ml) und
parallel getestet.

2.3. Zu Fig. 2:

In Fig.2 sind die Ergebnisse der p24 Wiederfindung in HIV-1 negativem humanen Plasma, gespikt mit
einer definierten Menge an HIV-1 p24 core Protein, und den jeweils angefiihrten monoklonalen AntikSrpern,
bezogen auf nicht behandelten Standard (ohne Antikdrper) dargestellt. Die scheinbar schlechte Immunkom-
plex-Bildung durch den AntikSrper IAM-24 1D7 bei den unbehandelten Proben ist dadurch bedingt, daB der
h&her affine erste Antikérper im ELISA dasselbe Epitop erkennt und sich daher kompetitiv durchsetzt. Es ist
klar ersichtlich, daB das erfindungsgeméBe Verfahren wesentlich effektiver als die Verfahren des Standes
der Technik ist und auch eine geringere Streuung im Vergleich mit den Verfahren des Standes der Technik
aufweist.
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2.4. Zu Fig. 3:

In Fig. 3 sind analog zu Fig. 2 die Ergebnisse der p24 Wiederfindung in HIV-1 negativem humanen
Serum dargestelit.

2.5 Zu Fig. 4

In Fig.4 sind analog zu Fig.2 die Ergebnisse der p24 Wiederfindung in HIV-1 negativem Zellkulturmedi-
um RPMI 1640 + 10% FCS dargestelit.

Wie aus den Abbildungen der Figs. 2 bis 4 ersichtiich, ist die p24 Wiederfindung bezogen auf den
unbehandelten Standard sehr unterschiedlich. Wihrend bei der Séduredissoziierung die Schwankungen der
Antigenfreisetzung aus Immunkomplexen mit unterschiedlichen AntikSrpern sehr groB ist und die Effektivitat -
bei geringerem Gesamtproteingehalt in der Probe abnimmt, steigt diese bei der Hitzedissoziierung bei
geringerem Gesamtproteingehalt. Im Gegensatz dazu sind die Schwankungen beim erfindungsgemaBen
Verfahren wesentlich geringer und die p24 Wiederfindung ist konstant hoch bei zwischen 60 und 70% vom
theoretischen Wert.

2.6. Zu Fig. 5 und 6:

in den Fig. 5 und 6 sind die Ergebnisse bezogen auf den jeweils gleichbehandeiten Standard
dargestelit.

Eine Hitzedissoziierung ist, wie aus Fig. 1 bis Fig. 3 ersichtlich, flir Proben mit hohem Proteingehalt
nicht geeignet. Erst wenn man die Ergebnisse auf einen Standard der jeweils in derselben HIV-1 negativen
Probenmatrix vorverdiinnt und mit derselben Methode gleichbehandelt wurde bezieht, erhdlt man den
korrekten Wert der p24 Wiederfindung. Dieser zeigt gleichzeitig auch die Effektivitat in der Freisetzung des
Antigens aus den gebildeten Immunkomplexen.

Aus Fig. 5 ist klar ersichtlich, daB diese bisher weltweit empfohiene Methode der Sduredissoziierung je
nach Proteingehalt der Probe und in AbhZngigkeit von den involvierten Antikdrpern groBen Schwankungen
in der Effektivitdt unterliegt, welche jedoch meist gering ist.

Analog zur Sduredissoziierung in Fig. 5 ist in Fig. 6 die Effektivitdt des erfindungsgemé@Ben Vertahrens
dargestellt. Es wird mit dieser Methode unabhingig vom Proteingehalt und den Antik&rpern konstant eine
Freisetzung von ca. 90% erzielt.

3. Beispiel 3:

Es wurden einige 100 HIV-1 positive Sera ohne Behandlung getestet bzw. nach dem erfindungsgema-
Ben Verfahren behandelt und getestet. Um die sehr unterschiedlichen Mengen an freiem und gesamtem
p24 (freies plus in Immunkomplexen gebundenes p24) zu zeigen, sind nachfolgend reprasentativ in Tab. 1
die Ergebnisse von 20 HIV-1 positiven Seren dargestelit.
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Tabelle 1
Serum Nr. pg freies p24/mi Serum (unbehandeit) pg gesamtes p24/mi Serum
(erfindungsgem&R behandelt)
1 0] 30
2 7 2600
3 96 108
4 2 69
5 0 0
6 18 28
7 0 28
8 35 606
9 102 435
10 0 280
11 0 117
12 0 0
13 5 300
14 0 0
15 24 285
16 0 500
17 0 210
18 2040 4235
19 124 1662
20 74 168
4. Beispiel 4:

Es wurden § Hepatitis B Surface-Antigen positive Sera getestet (die am Institut fiir Virologie Prof. Franz
Xaver Heinz als HBs-Ag positiv charakterisiert wurden), als Negativ-Kontrolle wurde das entsprechende
negative Kontrollserum (Fa. Abbott, USA) verwendet. Die Proben wurden unbehandelt und nach Behandlung
mit dem erfindungsgemaBen Verfahren getestet. Als Test wurde "AUSZYME Monoclonal Diagnostic Kit (For
detection of Hepatitis B Surface Antigen HBsAg in serum and plasma)” der Fa. Abbott verwendet. Der Test
wurde It. Vorschrift (Procedure D) in der 2 step Version durchgefiihrt, d.h. die Proben und der enzymmar-
kierte AntikSrper wurden in aufeinanderfolgenden Schritten inkubiert. Die Ergebnisse (freies + gesamtes
HBsAg) sind nachfolgend in Tab. 2 dargestelit.

Tabelle 2

Serum Nr. ng freies HBsAg/mi ng gesamtes HBsAg/ml Serum
Serum (unbehandeit) (erfindungsgemasB behandelt)

1 100 2520

2 5120 6660

3 906 3120

4 228 2640

5 246 11040

neg. (0] 0

5. Beispiel 5:

Zur BeweisfUhrung, da8 das neue Verfahren auch bei Proteinen oder allgemein Antigenen, die nicht so
thermostabil sind wie das HIV-1 p24 core Protein oder das Hepatitis B surface protein, konstante Antigen
Freisetzungsraten ergibt, wurde humane CuZn-SOD (Kupfer-Zink-Superoxidismutase) gewshlt. CuZn-SOD
ist bei 72°C widhrend 10 min. stabil. Die Versuche wurden bei 67°C durchgeflihrt. Eine detailierte
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Testbeschreibung des verwendeten CuZn-SOD ELISA folgt.

CuZn-SOD reduziert Sauerstoff-Radikale (0»-) zu Wasserstoffperoxid (H202) und ist im Blut in freier
Form ein sehr kurzlebiges Protein (biologische Halbwertszeit ca. 3 min.), die Konzentration im Serum liegt
bei ca. 10 bis 60 ng/ml, die Hauptmenge ist in Erythrozyten mit ca. 15 bis 40 ug/ml Vollbiutlysat enthalten.
Klinisch gesehen ist dieses Beispiel weniger relevant, da gegen CuZn-SOD normalerweise keine Antikdrper
gebildet werden, aber es ist ein gut charakterisiertes Protein mit geringerer Temperalur-Stabilitat.

Siuredissoziierung ist bei CuZn-SOD nicht anwendbar, da das Enzym bei pH-Werten unter pH 4.0 nicht
stabil ist. Bei Hitzedissoziierung wurden in Relation zum erfindungsgeméBen Verfahren bei Proben mit
unterschiedlichen Proteingehalten vergleichbare Ergebnisse wie in Beispiel 1 und 2 erzielt.

5.1. Versuch:

Es wurden humane Sera von gesunden Spendern verwendet und Zellkulturmedium RPMI 1640 mit 10%
FCS mit CuZn-SOD (25 ng/ml) gespikt. Von den Sera wurde nach erfolgter Quantifizierung der CuZn-SOD
eine Probe als Referenzprobe (Standard) ausgewihit. Diese Referenzprobe und ein Aliquot vom gespikten
Zellkulturmedium wurden nicht mit spezifischen Antikérpern versetzt, aber ansonsten gleich behandelt.
Aliquote der Testproben wurden mit einer Mischung (1:1) von 2 verschiedenen Maus monocionalen Anti-
CuZn-SOD Antikdrpern (die auch im Test verwendet werden) in groBem UberschuB versetzt (20 wg/ml
Probe) und gemischt. Zur Bildung von Immunkomplexen wurden die Proben 3 Tage lang bei 4 * C inkubiert.
Dann wurden die Proben 1:3 mit der Reaktionslésung verdiinnt und Aliquote von je 300 ul wurden O, 15,
30, 60 und 120 min. in einem Wasserbad mit 67 * C inkubiert und anschlieBend getestet. In diesem Beispiel
wurde bei 30 min. der beste Effekt erzielt. Bei 0 min. ist keine CuZn-SOD detektierbar, bei 15 min. ist der
Freisetzungseffekt noch schwach und bei 60 und 120 min. ist eine deutliche Abnahme auch in den
Standards zu sehen. Obwohi die Denaturierung der AntikSrper bei 67 *C/30 min. nicht so gut ist wie bei
100° C/4 min., ist die Freisetzungsrate bei verschiedenen Sera und unterschiedlichem Proteingehalt wieder
konstant (42,5 + 2%). Dies zeichnet das erfindungsgemidBe Verfahren im Vergleich zu den bisher
bekannten Verfahren besonders aus. Wenn die Freisetzungsrate bei einem Protein oder Antigen evaluiert
wurde und diese so konstant ist wie beim erfindungsgeméBen Verfahren, weiters der ungebundene Anteil
bekannt ist, kann die tatsichliche Gesamtmenge jederzeit berechnet werden. Dies ist mit bisher beschrie-
benen Verfahren bei allen Antigenen, die teilweise oder gesamt in gebundener Form als Immunkomplexe
oder Proteinkomplexe vorliegen, nicht gesichert mogiich. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse vom SOD-Gehalt
der getesteten Sera, die Wiederfindung nach der Immunkomplex-Bildung und nach Behandlung mit dem
erfindungsgemiBen Verfahren (30 min. Inkubation bei 67 * C) dargestelit. Die Ergebnisse in Zellkuiturmedi-
um sind analog.

Tabelle 3
Serum Nr. | CuZn-S0D-Ge hait in| % CuZn-S0D Wiederfindung % CuZn-S0D Wiederfindung nach
ng/mi Serum nach Immunkomplexbildung Immunkomplexbildung 30 min. bei
67 * C, (erfindungsgemés)
1 18,8 0 40,6
2 17,6 0 413
3 28,4 0 42,5
4 51,2 0 448
5 47,6 0 441

5.2. CuZnSOD ELISA Testschema:

Der Testaufbau des verwendeten Double Antibody Sandwich ELISAs wird in Fig. 7 gezeigt.
Verwendete Chemikalien:
NaHCOs, NazC03, NazHPOs « 2H2 0, KH2POs, KCI und NaCl von Fa. Merck, Tween 209 (oder Triton X-

100®) von Fa. Serva, BSA (Bovine Serum Albumine) von Fa. Hdmosan, pNP (p-Nitrophenyl-Phosphat) von
Fa. Sigma.
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Verwendete Immunchemikalien:

FangantikGrper: mAb IAM-SOD MO5,

Standard CuZn-SOD: Ery-SOD,

Referenz SOD (Aktivitdt) Peroxinorm von Fa. Grlnenthal, Enzymmarkierter Antikérper: mAb IAM-SOD
A11H4xAP

ELISA-Puffer: (Angaben in g/l)
Beschichtungspuffer:

0,1 N NaHCO;-Puffer pH 9,6 bis 9,8
8,4 g NaHCO;

4,0 g Na;CO;

Haltbarkeit: 1 Woche bei 20°C

Waschpuffer:

PBS, pH 7,2 bis 7,4

1,15 g NazHPO4 « 2H. 0

0,2 g KH2PO:

0.2 g KCI

8,0 g NaCl

1 ml Tween 20®
Haitbarkeit: 1 Tag bei 20°C

Verdinnungspuffer:

Waschpuffer + 1 % BSA
Haltbarkeit: 1 Tag bei 20°C

Farbereagenzien fur Alkalische Phosphatase:

Farbepuffer:

0.! N NaHCO;-Puffer pH 9,6 bis 9,8
8,4 g NaHCO,

4,0 g Na;C0;

Haltbarkeit: 1 Woche bei 20°C

FarbelGsung:
mg/mi Farbepuffer
a) 1 mg pNP (p-Nitrophenyl-Phosphat)
Haltbarkeit: 1 h lichtgeschitzt

5.3. Durchfiihrung:

1. MAb IAM-SOD M05 whole molecule wird 1:100 in Beschichtungspuffer aufgetragen (100 ul/Well, 2ug
IgG/mi) und mindestens 2 h bei RT oder liber Nacht bei 4 ° C abgedeckt inkubiert.

2. Die Platten werden anschlieBend mindestens 3x mit Waschpuffer gewaschen.

3. 50 ul der Proben- und Standardverdiinnungen (50 - 0,391 ng CuZn-SOD/ml)} werden von der
Verdiinnungsplatte auf die Testplatte {ibertragen (Reaktionsblindwert = 50 wl Verdiinnungspuffer) und
1h abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Die Platten werden anschlieBend mindestens 3x mit Waschpuffer gewaschen.

5. 50 ul/'Well mAb IAM-SOD At11H4xAP markiert (1:2000 verdiinnt in Proben-Verdiinnungspuffer) werden
aufgetragen und 1h abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert.

6. Die Platten werden anschlieBend mindestens 3x mit Waschpuffer gewaschen.

7. 100 ul/Well Farbeldsung auftragen und Standardreihen ausdifferenzieren lassen.
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8. Die Platten im Photometer messen (nach 30 min und rach 60 min), Uber einen angeschlossen
Computer die MefBdaten auswerten.

MeBwellenldnge: 405 nm

Referenzwellenidnge: 620 nm (oder 690 nm).

Patentanspriiche

1.

Reagens zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen oder DNA und RNA aus Komplexen bzw.
Zellen und Viren, dadurch gekennzeichnet, daB es Natriumdodecylsulfat (SDS) und Diethylentriamin-
pentaessigsdure (DETAPAC) oder ein Salz hievon als Chelatbildner umfaBt.

Reagens nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 Natriumdodecylsulfat (SDS) und der
Chelatbildner in einem Masseverhilitnis von 4 : 1 oder hdher vorhanden sind.

Reagens nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB Natriumdodecylsulfat (SDS) und der
Chelatbildner in wisseriger Lsung vorliegen.

Verfahren zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen oder DNA und RNA aus Komplexen bzw.
Zellen und Viren in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, da8 die Probe mit dem Reagens nach
einem der Anspriiche 1 bis 3 gemischt, erhitzt und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt
wird.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da8 der pH der Reaktionsiosung auf 7,0 bis
7.4 eingestellt wird.

Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die thermische Behandlung bei
einer Temperatur von 60 bis 100 °C wahrend 3 bis 60 Minuten erfoigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da8 die Probe mit dem
Reagens in einem Volumsverhiltnis von etwa 1 : 2 gemischt wird. ‘

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da8 die Konzentration von Natriumdodecylsul-
fat (SDS) und dem Chelatbildner durch Verdiinnen des Reagens an die Proteinkonzentration der Probe
angepaBt wird.

Verwendung des Reagens nach einem der Anspriiche 1 bis 3 in einem Verfahren nach einem der
Anspriiche 4 bis 8.

Hiezu 7 Blatt Zeichnungen

10
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