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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 quanti-
fizieren. Diese Methoden basieren alle auf Antigen-
Antikérperreaktionen. Bei der Bestimmung von Antigenen aus Kérper-
flissigkeiten von Menschen und Tieren gibt es jedoch sehr oft Pro-
bleme, da bedingt durch die Abwehrreaktion des Organismus die An-
tigene mit kdrpereigenen Antikérpermolekiilen reagieren und so
Immunkomplexe bilden oder die Proteine in natiirlicher Form asso-
ziert mit anderen Proteinen vorliegen. Derart gebundenen Antigen-
molekiile sind in immunchemischen Tests kaum oder iiberhaupt nicht
detektierbar. Speziell bei medizinischen Fragestellungen, wie z.B.
der Bestimmung von viralen oder bakteriellen Antigenen sowie von
Tumormarkern, wird durch die Bildung von Immunkomplexen eine quan-
titative Antigenbestimmung teilweise unmdglich.

Zusdtzlich ist das AusmaB der Bildung von Immunkomplexen oder
auch der Proteinkomplex-Dissozierung zeitlich und individuell ex-
trem unterschiedlich. .

Mit bisher publizierten und angewandten Verfahren zur Frei-
setzung von Antigenen ist keine allgemein befriedigende und kon-
stant 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-seropositives", 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 S&ure-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-Dissozi-

ierungsverfahren sind wie folgt.
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1. Nicht alle Antigen-Antikoérperbindungen konnen durch Zugabe
eines stark sauren Puffers oder Sdure geldst werden. Dies ist
abhéngig von der Art des Epitops und den Eigenschaften der in-
volvierten Antikérper.

2. Durch dieses Vergahren kénnen nicht alle Antikdrper soweit
denaturiert werden, daB sie nach erfolgter Neutralisation
nicht wieder Immunkomplexe bilden.

3. Durch die starke Absenkung des pH-Wertes (auf etwa pH 2,0)
kommt es je nach Proteingehalt der Probe zu einer unkontrol-
lierten sauren Proteinpréazipitation, die teilweise unl®sliche
Prazipitate mit sich bringt. In diesen Prézipitaten kann ein
erheblicher Anteil von Immunkomplexen und freie Antigenmolekii-
len eingeschlossen sein und daher der Nachweisreaktion entzo-

gen werden.

Beim Hitze-Dissozierungsverfahren werden die Proben mit destil-
liertem Wasser oder 0,5% Triton X-100%® Lésung 1:3 verdiinnt und ein
paar Minuten in einem kochendem Wasserbad inkubiert. Die haupt-
sdchlichen Nachteile des Hitze-Dissoziierungsverfahren sind wie
folgt.

1. Bei hoéherem Proteingehalt der Probe ist diese Methode nicht
geeignet, da es zu einer allgemeinen Hitzekoagulierung kommt
und die Proben daher v$llig ausgelieren.

2. Bei proteinarmen Proben ist es von der Art und GroBe der
vorhandenen Immunkomplexe abhdngig, ob es zu einer teilweisen
Aufldsung oder vorwiegend zu einer Koagulierung der Immun-

komplexe kommt.

Eine erste Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die
Nachteile der bisher bekannten Dissoziierungsverfahren zu iiberwin-
den und ein Reagens zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen
oder DNA und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren bereitzustel-
len.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelést, daB ein
Reagens zur Freisetzung von thermostabiien Antigenen oder DNA und
RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren Natriumdodecylhydrogensul-
fat (SDS) und einen Chelatbildner umfaBt.
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Natriumdodecylhydrogensulfat (im folgenden mit SDS abgekiirzt)
wird bisher standardm&@Big bei der SDS-Elektrophorese in einer Kon-
zentration von 1-2 % eingesetzt. Durch die Anlagerung von SDS an
die vorhandenen Proteine werden diese mit einer Vielzahl von nega-
tiven 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 GréBe aufgetrennt. Dies be-
dingt auch, daB der vorhandene grofle UberschuB an ungebundenem SDS
von den Proteinen getrennt wird und bei eventuell nachfolgenden
immunchemischen Reaktionen, wie z.B. Westernblot, nicht stért. Bei
einem immunchemischen Test wird jedoch jede Reaktion durch in der
Probe vorhandenem freien SDS (bereits im Bereich von Zehntel Pro-
mille) stark negativ beeintrd@chtigt. Da eine Abtrennung von SDS
aus der Probe sehr aufwendig ist (Ultrafiltration; Diafiltration,
etc.) und diese Verfahren iliberdies teuer und nie gquantitativ
reproduzierbar sind, wurde SDS bei quantitativen Test wie ELISA,
RIA etc., bisher nicht zur Auflésung von Immunkomplexen einge-
setzt. Es wurde nun liberraschenderweise gefunden, da8 eine L&sung
umfassend SDS zur besseren Solvatisierung von Proteinen und De-
strukturierung 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.

Gem&B einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgem&Ben
Reagens sind SDS und der Chelatbildner in einem Masseverhdltnis
von 4 : 1 oder hoher vorhanden. Ein derartiges Masseverhdltnis
stellt sicher, daB einerseits die vorhandenen Proteine wirksam
solvatisiert bzw. - falls vorhanden - die Strukturen komplexer
Proteine aufgebrochen werden und andererseits freie Schwermetall-
ionen durch den Chelatbildner effektiv maskiert werden.

Vorzugsweise wird als Chelatbildner Diethylentriaminpentaes-
sigs@dure (DTPA bzw. DETAPAC) oder ein Salz hievon verwendet. Al-
ternativ kann auch beispielsweise Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) bzw. ein Salz hievon als Chelatbildner eingesetzt werden.

Gunstig ist auch, wenn SDS und der Chelatbildner in wasseriger
Loésung vorliegen. Eine derartige Ldsung ist sofort einsatzbereit,
insbesondere zur Verwendung bei biologischen Proben geeignet und

weist auch eine ausreichende Stabilit&dt auf. Die Reagensl&sung
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wird dabei in Ubereinstimmung mit der Proteinmatrix der Proben un-
verdiinnt oder entsprechend mit destilliertem Wasser vorverdiinnt
eingesetzt.

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein
verlédBliches und reproduzierbares Verfahren zur quantitativen
Freisetzung von Antigenen aus Immunkomplexen oder Proteinkomplexen
sowie von DNA und RNA aus Zellen und Viren in einer Probe fiir eine
gquantitative Bestimmung von Antigenen bereitzustellen.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemdB dadurch geldst, daB8 die
Probe mit dem vorstehend beschriebenen Reagens gemischt, erhitzt
und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt wird. Als
Proben kommen insbesondere Kérperfliissigkeiten, wie Serum, Plasma,
Lymphflissigkeit und Schléimabsonderungen, sowie Zellkulturiiber-
stdnde in Betracht. Allgemein kann das erfindungsgem&BSe Verfahren
jedoch an jeglicher Probe eingesetzt werden.

Dabei ist besonders gilinstig, wenn der pH der Reaktionsl&sung
auf 7,0 bis 7,4 eingestellt wird, beispielsweise mit 1N NaOH, und
die thermische Behandlung bei einer Temperatur von 60 bis 100°C
wdhrend 3 bis 60 Minuten erfolgt.

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

Ginstig ist auch, wenn die Konzentration von SDS und dem
Chelatbildner durch Verdiinnen des Reagens an die Proteinkonzentra-
tion der Probe angepaBt wird. Das Verfahren kann so ganz einfach
dem Verbrauch an Reagens durch die Proteinmatrix der Probe ange-
paBt werden und ein stérender EinfluB bedingt durch die Reaktions-
l6sungskomponenten in nachfolgenden Tests wie z.B. ELISAs kann da-
durch vermieden werden. '

Das erfindungsgemdBe Verfahren wird beispielsweise wie folgt
duréhgefﬁhrt.

Die beispielsweise Antigene gdnzlich oder teilweise in gebun-
dener Form als Immunkomplexe enthaltenden Proben werden mit einer
wdsserigen Lésung des erfindungsgem@Ben Reagens im Verhdltnis 1:2
in verschlieBbaren ReaktionsgefdBen gemischt. Dann werden die
ReaktionsgefdBe einer thermischen Behandlung in einem Wasserbad
ausgesetzt (3-60 min. bei 60-100°C) und anschliefBend wieder rasch
auf Raumtemperatur abgekiihlt.

Die vorliegende Erfindung erméglicht dabei eine allgemein kon-

stante Freisetzung von Antigenmolekiilen aus Immunkomplexen, Pro-
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teinkomplexen, sowie von DNA und RNA aus Zellen oder Viren. Mit
dem erfindungsgem@Ben Reagens wird durch die optimierte SDS-Kon-
zentration eine derartige Solvatisierung von Proteinmolekiilen er-
reicht, daB diese kolloidal in Lésung gehen und auch in L&sung
bleiben. Durch die Kombination mit der thermischen Behandlung wer-
den thermolabilere Protgine, wie Antikdrper die aus mehreren Pro-
teinketten bestehen, soweit denaturiert, daB weder eine Antigen-
bindung noch eine intakte Molekiilstruktur aufrecht bleibt und auch
keine ausreichende Renaturierung méglich ist. Durch die Verwendung
von Chelatbildnern wie DETAPAC bzw. DTPA oder EDTA im
erfindungsgeméBen Reagens werden in den Proben vorhandene Schwer-
metallionen effektiv maskiert. Auf diese Weise werden durch
Schwermetallionen méglicherweise verursachte unerwiinschte Reaktio-
nen, wie unspezifische Proteinbindungen oder Proteinprédzipitatio-
nen, und mbgliche Stérungen in Tests zur Antigenbestimmung verhin-
dert. Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgemdBen Verfahrens
besteht darin, daB die Konzentration an Reagens in der Reaktionlé-
sung durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser einfach an den Pro-
teingehalt und damit dem Verbrauch durch Bindung angepafSt werden
kann. Dadurch wird eine negative Auswirkung auf die im Test einge-
setzten Antikdérper oder sonstigen Proteinmolekiile vermieden. Bei
einem bevorzugten Mischungverhdltnis von 1 (Probe): 2 (Reaktionl6-
sung) wird das Reagens in folgender optimaler Konzentration einge-

-

setzt (alle Angaben in %-Masse):

- fir humanes oder tierisches Plasma SDS 0,4%, DETAPAC 0,1%

- fir humanes oder tierisches Serum SDS 0,2%, DETAPAC 0,05%,
(d.h. Verdinnung 1 : 2),

- fir Zellkulturilberstdnde mit 20% FCS (Fetal Calf Serum Albumi-
ne) . SDS 0,1%, DETAPAC 0,025%, (d.h.
Verdiinnung 1 : 4),

- fir Zellkulturiiberstdnde mit 10% FCS

SDS 0,05%, DETAPAC 0,0125%,
(d.h. Verdinnung 1 : 8).

Eventuell auftretende Denaturierungen des Zielproteins oder
der Zielpeptide werden dadurch kompensiert, daB der Standard in
entsprechender Probenmatrix vorverdiinnt und gleichbehandelt wird.

Die Dauer der Hitzebehandlung und die Temperatur werden entspre-
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chend der Hitzestabilitat des Proteins oder Peptids gew&hlt, 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 erfindungsgemdBen Verfahrens mit
den Verfahren des Standes der Technik (S&uredissoziierung bzw.
Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung in humanem Plasma,
humanen Serum und Zellkulturmedium RPMI mit 10 % FCS,

Fig. 2 einen Vergleich des erfindungsgem&Ben Verfahrens mit
den Verfahren des Standes der Technik (S&uredissoziierung bzw.
Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen,
die sich mit monoklonalen Antikdorpern (IAM MOl1l, IAM 1D7, IAM 37G12
und IAM 3A6) gebildet haben, in humanem Plasma, bezogen auf unbe-
handelten p24 Standard,

Fig. 3 einen Vergleich des erfindungsgemdBen Verfahrens mit
den Verfahren des Standes der Technik (S&uredissoziierung bzw.
Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen,
die sich mit monoklonalen Antikdrpern (IAM MO1l, IAM 1D7, IAM 37G1l2
und IAM 3A6) gebildet haben, in humanem Serum, bezogen auf unbe-
handelten p24 Standard,

Fig. 4 einen Vergleich des erfindungsgem&dBen Verfahrens mit
den Verfahren des Standes der Technik (S&uredissoziierung bzw.
Hitzedissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen,
die sich mit monoklonalen Antikérpern (IAM M01l, IAM 1D7, 1AM 37G1l2
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 Tech-
nik (Sduredissoziierung) bei der p24 Wiederfindung aus Immun-
komplexen, die sich mit monoklonalen Antikdrpern (IAM M0O1l, IAM
1D7, IAM 37Gl1l2 und IAM 3A6) gebildet haben, in humanem Plasma, hu-
manen Serum und Zellkulturmedium, bezogen auf unbehandelten p24
Standard,

Fig. 6 einen Vergleich des Verfahrens des erfindungsgem&fBen
Verfahrens bei der p24 Wiederfindung aus Immunkomplexen, die sich
mit monoklonalen Antik&érpern (IAM M0O1, IAM 1D7, IAM 37G12 und IAM
3A6) gebildet haben, in humanem Plasma, humanen Serum und Zellkul-
turmedium, bezogen auf unbehandelten p24 Standard,

Fig. 7 zeigt den Testaufbau eines Double Antibody Sandwich
ELISASs.
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Die nachfolgenden Beispiele bzw. Vergleichsversuche sollen die

vorliegende Erfindung erl&utern.

1. Beispiel 1: Bestimmung des Verlustes von HIV-1 p24 core Protein

durch unterschiedliche Antigenfreisetzungs-Verfahren aus Immun-

komplexen (wvgl. Fig.l).:

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 ge-
arbeitet. Als p24-Standard zum Spiken wurde in allen Tests der
Standard (cell culture derived) vom Testkit der Fa. Mediators ver-
wendet. HIV-1 negatives Humanserum und Plasma wurden von der Blut-
spendezentrale des Roten Kreuzes in Wien bezogen.

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

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
erfindungsgemdBen Verfahren (wie unten beschrieben) behandelt. Die
unbehandelten Proben wurden in dem jeweils entsprechenden pro-
tischen Medium 1:3 (auf 200 pg p24/ml) verdiinnt. Von allen behan-
delten und unbehandelten Proben wurden eine 1:2 Verdinnungsreihe
(8 Verdiinnungsstufen) angelegt und Aliquote wurden auf die Test-
platten ilbertragen. Die Auswertung in Fig. 1 zeigt den Verlust von
freiem p24 verursacht durch die unterschiedlichen Behandlungs-

methoden.

Sduredissoziierung: 100 pl Probe + 100 pl 1,5 M Glycin HCl Puffer
(pH 2,0) wurden 60 min. bei 37°C inkubiert, dann mit 100 pl 1,5 M
Tris/HC1l Puffer (pH 8,5) neutralisiert.

Hitzedissoziierung: 100 pl Probe + 200 ul 0,5 % Triton X-100%® LO&-

8
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sung wurden 5 min. bei 100°C im Wasserbad inkubiert.

ErfindungsgeméBes Verfahren: 100 pl Probe + 200 nul Reagensldsung

wurden 4 (3-5) min. bei 100°C inkubiert. Die Konzentration der
eingesetzten Reagensl&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), fir Zellkulturiiberst&dnde 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 Verdiinnung).

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 unter-
schiedlich ist. Die Verluste beim Sduredissoziierungsverfahren
liegen bei 7 bis 14 %, beim Hitzedissoziierungsverfahren bei 26
bis 87 % und beim erfindungsgemdBen Verfahren bei 16 bis 26%.

Beispie1'2: 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-1l p24 Antikdérper wurden
am IAM (Institut fir Angewandte Mikrobiologie in Wien) etabliert
und produziert. Sonst wurde dieses Beispiel analog zu Beispiel 1

durchgefihrt.

2.2. Versuch:

Um die effektive Freisetzuhg von HIV-1 p24 core Protein aus
Immunkomplexen quantitativ zu bestimmen, wurden zu dem in Beispiel
1 auf 600 pg p24/ml verdiinnten Proben mit humanen Plasma, Serum
sowie Zellkulturﬁedium jeweils die monoklonalen anti HIV-1 p24 An-
tik6rper (IAM-24 MOl (Maus); IAM-24 1D7, IAM-24 37G1l2 und IAM-~-24
3A6, alle human) zugesetzt. Die Antikérper wurden in konzentrier-
ter Form (Volums&dnderung der Reaktionsldsung <1%) zugesetzt, so
daB die Endkonzentration 1 ug/ml Probe betrug. Diese Proben (je-
weils 1 ml) wurden 90 min. bei 37°C unter leichtem Schiitteln inku-

biert damit sich die Immunkomplexe ausbilden. Dann wurden Aliguote

9
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den in Beispiel 1 angefiihrten Antigenfreisetzungsverfahren unter-
zogen und wie unter Beispiel 1 ausgefiihrt mittels ELISA quantita-
tiv bestimmt. Die unbehandelten Aligoute wurden mit den jeweils
entsprechenden protischen Medien 1:3 verdiinnt (200pg HIV-1l 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
Antikdorpern, bezogen auf nicht behandelten Standard (ohne An-
tikérper) dargestellt. Die scheinbar schlechte Immunkomplex-
Bildung durch den Antikérper IAM-24 1D7 bei den unbehandelten Pro-
ben ist dadurch bedingt, daB8 der hoher affine erste Antikdrper im
ELISA dasselbe Epitop erkennt und sich daher kompetitiv durch-
setzt. Es ist klar ersichtlich, daB das erfindungsgemd@Be Verfahren
wesentlich effektiver als die Verfahren des Standes der Technik
ist und auch eine geringere Streuung im Vergleich mit den Verfah-
ren des Standes der Technik aufweist.

2.4. Zu Fig. 3:
In Fig. 3 sind analog zu Fig. 2 die Ergebnisse der p24 Wieder-

findung in HIV-1 negativem humanen Serum dargestellt.

2.5 Zu Fig. 4:

In Fig.4 sind analog zu Fig.2 die Ergebnisse der p24 Wieder-
findung in HIV-1 negativem Zellkulturmedium RPMI 1640 + 10% FCS
dargestellt.

Wie aus den Abbildungen der Figs. 2 bis 4 ersichtlich, ist die
p24 Wiederfindung bezogen auf den unbehandelten Standard sehr un-
terschiedlich. Wd&hrend bei der S&duredissoziierung die Schwankungen
der Antigenfreisetzung aus Immunkomplexen mit unterschiedlichen
Antikérpern sehr grof8 ist und die Effektivitdt bei geringerem Ge-
samtproteingehalt in der Probe abnimmt, steigt diese bei der Hit-
zedissoziierung bei geringerem Gesamtproteingehalt. Im Gegensatz
dazu sind die Schwankungen beim erfindungsgem&Ben Verfahren we-
sentlich geringer und die p24 Wiederfindung ist konstant hoch bei

zwischen 60 und 70% vom theoretischen Wert.

10
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2.6. Zu Fig. 5 und 6:
In den Fig. 5 und 6 sind die Ergebnisse bezogen auf den je-

weils gleichbehandelten Standard dargestellt.

Eine Hitzedissoziierung ist, wie ‘aus Fig. 1 bis Fig. 3 er-
sichtlich, fir Proben mit hohem Proteingehalt nicht geeignet. Erst
wenn man die Ergebnisse auf einen Standard der jeweils in dersel-
ben HIV-1 negativen Probenmatrix vorverdiinnt und mit derselben Me-
thode gleichbehandelt wurde bezieht, erhidlt man den korrekten Wert
der p24 Wiederfindung. Dieser zeigt gleichzeitig auch die Effekti-
vitdt in der Freisetzung des Antigens aus den gebildeten Immun-
komplexen.

Aus Fig. 5 ist klar ersichtlich, daB diese bisher weltweit
empfohlene Methode der S&uredissoziierung je nach Proteingehalt
der Probe und in Abh&ngigkeit von den involvierten Antikdrpern
groBen Schwankungen in der Effektivit&dt unterliegt, welche jedoch
meist gefing ist.

Analog zur S&uredissoziierung in Fig. 5 ist in Fig. 6 die Ef-
fektivitdt des erfindungsgemdBen Verfahrens dargestellt. Es wird
mit dieser Methode unabhd@ngig vom Proteingehalt und den Antikér-
pern konstant eine Freisetzung von ca. 90% erzielt.

3. Beispiel 3:

Es wurden einige 100 HIV-1 positive Sera ohne Behandlung gete-
stet bzw. nach dem erfindungsgem&Ben Verfahren behandelt und gete-
stet. Um die sehr unterschiedlichen Mengen an freiem und gesamtem
p24 (freies plus in Immunkomplexen gebundenes p24) zu zeigen, sind
nachfolgend reprédsentativ in Tab. 1 die Ergebnisse von 20 HIV-1

positiven Seren dargestellt.

Tabelle 1
Serum pg freies p24/ml pg gesamtes
Nr. Serum p24/ml Serum
(unbehandelt) (erfindungsgemdf behandelt)
1 o) 30
2 7 2600
3 96 108
4 2 ' 69
5 0 o)
6 18 28

1"
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Serum pg freies p24/ml Pg gesamtes
Nr. Serum p24/ml Serum
(unbehandelt) (erfindungsgemdB behandelt)
7 0 . 28
8 ' 35 | 606
9 102 435
10 0 280
11 0 117
12 0 0
13 5 300
i4. 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 5 Hepatitis B Surface-Antigen positive Sera getestet
(die am Institut fir 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
erfindungsgeméBen Verfahren getestet. Als Test wurde "AUSZYME Mo-
noclonal Diagnostic Kit (For detection of Hepatitis B Surface
Antigen HBsAg in serum and plasma)" der Fa. Abbott verwendet. Der
Test wurde 1lt. Vorschrift (Procedure D) in der 2 step Version
durchgefihrt, d.h. die Proben und der enzymmarkierte Antikdrper
wurden in aufeinanderfolgenden Schritten inkubiert. Die Ergebnisse
(freies + gesamtes HBsAg) sind nachfolgend in Tab. 2 dargestellt.

12
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Tabelle 2
Serum ng freies HBsAg/ ng gesamtes
Nr. ml Serum HBsAg/ml Serum
{unbehandelt) (erfindungsgem@B behandelt)

1 100 . 2520

2 5120 6660

3 906 3120

4 228 2640

5 246 11040

neg. 0 0

5. Beispiel 5:

Zur Beweisfiihrung, daB 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, kon-
stante Antigen Freisetzungsraten ergibt, wurde humane CuZn-SOD
(Kupfer-Zink-Superoxidismutase) gewdhlt. CuZn-SOD ist bei 72°C
widhrend 10 min. stabil. Die Versuche wurden bei 67°C durchgefiihrt.
Eine detailierte Testbeschreibung des verwendeten CuZn-SOD ELISA
folgt.

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

Sduredissoziierung ist bei CuZn-SOD nicht anwendbar, da das
Enzym bei pH-Werten unter pH 4,0 nicht stabil ist. Bei Hitzedisso-
ziierung wurden in Relation zum erfindungsgem@fen Verfahren bei
Proben mit unterschiedlichen Proteingehalten vergleichbare Ergeb-

nisse 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) ge-

13



AT 001 140 U1

spikt. Von den Sera wurde nach erfolgter Quantifizierung der CuZn-
SOD eine Probe als Referenzprobe (Standard) ausgewdahlt. Diese
Referenzprobe und ein Aliquot vom gespikten Zellkulturmedium wur-
den nicht mit spezifischen Antikorpern versetzt, aber ansonsten
gleich behandelt. Aliquote der Testproben wurden mit einer Mi-
schung (1:1) von 2 verschiedenen Maus monoclonalen Anti-CuZn-SOD
Antikérpern (die auch im Test verwendet werden) in groBem Uber-
schuB versetzt (20 ug/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 pul wurden 0, 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 Freisetzungs-
effekt noch schwach und bei 60 und 120 min. ist eine deutliche Ab-
nahme auch in den Standards zu sehen. Obwohl die Denaturierung der
Antikérper bei 67°C/30 min. nicht so gut ist wie bei 100°C/4 min.,
ist die Freisetzungsrate bei verschiedenen Sera und unterschiedli-
chem Proteingehalt wieder konstant (42,5 + 2%). Dies zeichnet das
. erfindungsgemédBe 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 erfindungsgemdBen Verfahren, weiters der ungebundene Anteil
bekannt ist, kann die tatsd@chliche Gesamtmenge jederzeit Berechnet
werden. Dies ist mit bisher beschriebenen Verfahren bei allen An-
tigenen, die teilweise oder gesamt in gebundener Form als Immun-
komplexe oder Proteinkomplexe vorliegen, nicht gesichert méglich.
In Tabelle 3 sind die Ergebnisse vom SOD-Gehalt der getesteten
Sera, die Wiederfindung nach der Immunkomplex-Bildung und nach Be-
handlung mit dem erfindungsgemé&Ben Verfahren (30 min. Inkubation
bei 67°C) dargestellt. Die Ergebnisse in Zellkulturmedium sind

analog.

14
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Tabelle 3
Serum CuZn-SOD-Ge % CuZn-sS0D % CuZn-S0D
Nr. halt in ng/ml Wiederfindung nach Wiederfindung nach
Serum Immunkomplexbildung Immunkomplexbildung
30 min. bei 67°C,
(erfindunggggmésf
1 18,8 0 40,6
2 17,6 0 41,3
3 28,4 0o 42,5
4 51,2 o 44,8
5 47,6 0 44,1

5.2. CuZnSOD ELISA Testschema:

Der Testaufbau des verwendeten Double Antibody Sandwich ELISAs

wird in Fig. 7 gezeigt.

Verwendete Chemikalien:

NaHCO,, Na,CO,, Na,HPO,-2H,0, KH,PO,, KCl und NaCl von Fa.

Merck, Tween 20® (oder Triton X-100%®) von Fa.

Serva, BSA (Bovine

Serum Albumine) von Fa. Ha@mosan, pNP (p-Nitrophenyl-Phosphat) von

Fa. Sigma.

Verwendete Immunchemikalien:
Fangantikérper: mAb IAM-SOD MOS5,
Standard CuZn-SOD: Ery-SO0OD,

Referenz SOD (Aktivitat) Peroxinorm von Fa. Griinenthal,
Enzymmarkierter Antikérper: mAb IAM-SOD Al1H4xAP

ELISA-Puffer: (Angaben in g/1)
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 Na,HPO,-2H,0
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0,2 g KH,PO,
0,2 g KCl
8,0 g NaCl
1 ml Tween 20@
Haltbarkeit: 1 Tag bei 20°C

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

Farbereagenzien filir Alkalische Phosphatase:
Farbepuffer:
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

Farbeldsung:

mg/ml Farbepuffer
a) 1 mg pNP (p-Nitrophenyl-Phosphat)
Haltbarkeit: 1 h lichtgeschiitzt

5.3. Durchfiihrung:

1. MAb IAM-SOD MO5 whole molecule wird 1:100 in Beschich-=
tungspuffer aufgetragen (100 pl/Well, 2ug IgG/ml) und mindestens 2
h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C abgedeckt inkubiert.

2. Die Platten werden anschlieBend mindestens 3x mit Waschpuffer

gewaschen.

3. 50 pl der Proben- und Standardverdiinnungen (50 - 0,391 ng
CuZn-SOD/ml) werden von der Verdinnungsplatte auf die Testplatte
iibertragen (Reaktionsblindwert = 50 pl Verdiinnungspuffer) und 1h
abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert.

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

5. 50 ul/Well mAb IAM-SOD AllH4xAP markiert (1:2000 verdiinnt in
Proben-Verdiinnungspuffer) werden aufgetragen und lh abgedeckt bei
Raumtemperatur inkubiert.

6. Die Platten werden anschlieBend mindestens 3x mit Waschpuffer

gewaschen.
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7. 100 pul/Well Farbeldsung auftragen und Standardreihen aus-

differenzieren lassen.

8. Die Platten im Photometer messen (nach 30 min und nach 60

min), iliber einen angeschlossen Computer die MeBdaten auswerten.
MeBwellenlé&nge: 405 nm
Referenzwellenlinge: 620 nm (oder 690 nm).

17
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1. Reagens zur Freisetzung von thermostabilen Antigenen oder DNA
und RNA aus Komplexen bzw. Zellen und Viren, dadurch gekennzeich-
net, daB es Natriumdodecylhydrogensulfat (SDS) und Diethylentri-
aminpentaessigsdure (DETAPAC) oder ein Salz hievon als Chelat-
bildner umfaBt.

2. Reagens nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Natrium-
dodecylhydrogensulfat (SDS) und der Chelatbildner in einem Masse-
verhdltnis von 4 : 1 oder héher vorhanden sind.

3. Reagens nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafB
‘Natriumdodecylhydrogensulfat (SDS) und der Chelatbildner in
wésserigér L&sung vorliegen.

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

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der pH
der Reaktionsldsung auf 7,0 bis 7,4 eingestellt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da8
die thermische Behandlung bei einer Temperatur von 60 bis 100°C
wdhrend 3 bis 60 Minuten erfolgt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzei-
chnet, daB die Probe mit dem Reagens in einem Volumsverhdltnis von
- etwa 1 : 2 gemischt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die
Konzentration von Natriumdodecylhydrogensulfat (SDS) und dem
Chelatbildner durch Verdiinnen des Reagens an die Proteinkonzentra-
tion der Probe angepaBt wird.

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

18



AT 001 140 U1

1/7

‘8§04 %01+ INdY ul wnieg ‘wny ul

ewseld ‘wny uj

1614

Bunie|zoss|g-eingg
Sc..mwv_mnmm _ _ °
Bun|pueyeqeziiH
ejuueyeq \ -0t
u

mmewEmmmmcww_%_m@ \nom
oe
\IO,V
\lom
\:om
\-o\.
\low
o8
\-oop

USPOYIa|\ Usuapselyosian Juw

mc:_ncmcom_ yoeu Bunpuipspaipn 2d 9%

17 614

19



AT 001 140 U1

¢/7

Jadigynuy ejeuopjouow

Z'6i4

_ ove WvI : ARV V] _ ZA} v _ OW VI 0
mch_NOmM_mmuM_wMownc: A i \ -0
ejulieyeq \
By A oe
ueIyepep \ I
segeweabsBunpuijig \ \ (0]
2% A ror
% | \.._om
\\ A o
N o
% \“-8
4% 1 o8
i vd 1 oo
%
euwuse|d Wwisuewny ul \
plepuels yzd usyepueysqun jne usbozaq
usxe|dwoyunww sne Bunpuipspaip ¥2d % 7 "Bl

20



AT 001 140 U1
3/7

Jedigynuy ejeuopjououl e-61d4

: _ ave v . c19.Le VI _ 24l WvI _ O NVI 0
}epuByequn —— 4 — 4 y 4
mch_No«m.mwoS \ ~01}
Bunjpue moM.N_ e
__oscﬂ%v__o 5

moemeomm%:ﬂmmm_o%

AN

SUSUSN X

NN NN N

O RN

winJag Weuewny ui

w———
——

piepuels yzd uajepueyaqun jne usbozaeq |
cmxm_QEOxcsEE_ sne mcsbc_tm_um_>> yed o4 i b

21



AT 001 140 U1

4/7

5 Jepueyequn
uniez -
I
unjpue
__ooE ow omﬁ_I

ueiye
mmemsmmwmcsuﬂ_ m>

ledigyiuy ejeuopjouow 614
| SVEWVI | SIO/SWVI  LQLWVI  JONWYI
Ay Ay ey 4 oL

\\-Om

\ \..om
% \-ov
% 10
d oo
s oz
d \ o8
1 [ oe
% \;8_
4%

S04 %0} + 091 [INdH WnipswinynyieZ u 4
piepuels ygd usyepueyaqun jne usbozaq

cmxm_anv_c_:EE_. sne Bunpulspaip y2d %

'y b4

22



AT 001 140 U1

5/7

~ Jedioynuy ejeuopjouow g'bld

9ve AvI ¢lOLE VI LAl Wi O VI

BwSe|d Wauewny uj N8 _ y 1
of 2
N , \\
d Ve \-om
VN oo
7 vd \-S
V1 o
vd \-om
1 oo
Ve

plepuels ygd uejjepueysqyois|b yne usebozaq
ualyepsasbunie|zossig-aines usjuueyaq wep Jw
uaxajdwodunww) sne Bunpuispsip v2d % t.g *Big

23



AT 001 140 U1

6/7

Jadigynuy sjeuopjouow

9ve NI cloLE NI 4d} Nvi

S | ] [l

LOW VI

9'b}4

wnipauLINyny|jeZ ul
WwnJieg Wwauewny u|
BlISe|d Walewny u|

prepuels ped usjjspueyaqyals|b yne usbozeq
ualyepe\ usgewabsBunpuipie wep yw
uexs|dwoyunwwi sne Bunpuiepaim vad %

~001}

9 *bi4

24



AT 001 140 U1

/7

SO dOS-INVI qvw
rodigymueSue -

doOS-uzn) = uasnuy

dV XVHITV AOS-INVI qvu
10dIQYNUY IopeDIeUNUAZUL

VSI'TH yormpueg Apoquuy s[qnoq
BUWYOSIS T,

il 'bL4

25



OSTERREICHISCHES PATENTAMT
A-1014 Wien, Kohimarkt 8-10, Postfach 95
TEL. 0222/53424; FAX 0222/53424-535; TELEX 136847 OEPA A AT 001 140 U1
Postscheckkonto Nr. 5.160.000; DVR: 0078018

Beilagezu GM 491/95 s IﬁrZeichen: G 62

Klassifikation des Antragsgegenséndes gemaB IPC°: C 07 H 21/00, A 61 K 39/00
Recherchierter Priifstoff (Klassifikation): C 07 H, A 61 K, C 12 ©

Konsultierte Online-Datenbank: CAS

Die nachstehend genannten Druckschriften kénnen in der Bibliothek des Osterreichischen Patentamtes wéhrend der
Offnungszeiten (Mornzag bis Freitag von 8 - 14 Uhr) unentgeltlich eingeseben werden. Bei der von der Hochschiiler-
schaft TU Wien Wirtschaftsbetriebe GmbH im Patentamt betriebenen Kopierstelle konnen schriftlich (auch per

Fax. Nr. 0222 / 533 05 54) oder telefonisch (Tel. Nr. 0222 / 534 24 - 153) Kopien der ermitteitenVerdffentlichungen
bestelit werden.

Axf Anfrage gibt das Patentamt Teilrechtsfihigkeit (TRF) gegen Entgelt zu den im Recherchenbericht genannten Pa-
tentdokumenten allfzHige veroffentlichie "Patentfamilien” (denselben Gegenstand betreffende Patentverdffentlichun-
gen in anderen Lindern, die Giber eine gemeinsame Prioritatsanmeldung zusammenhéngen) bekannt. Diesbeziigliche
Auskinfte erhalten Sie unter Telefonnummer 0222 / 534 24 - 132.

1

| Kategorie |Bezeichmumng der Veroffentlichung Betreffend
(Landercode, Verdffentlichungsnummer, Dokumentart (Anmeider), Anspruch
Verdfientlichungsdatum, Textstelle oder Figur soweit erforderlich)
X US 5 346 999 A (CATHCART et al.) 13. September 1,4,5

1994 (13.09.94), Anspriche 1,9,15.

X EP 0 657 530 A2 (GEN-PROBRE INCORPORATED) 1,4,5
14. Juni 1995 (14.06.95), Anspriche 1,11,19.

[ Fortsetzung siche Folgeblan

Kateoorien der anoefithrien Dokumente (dient in Anlehnung an die Kategorien der Entgegenhaltungen bei

EP- bzw. PCT-Recherchenberichten nur zur raschen Einordnung des ermittelten Stands der Technik, stellt keine

Beurteilung der Erfingungseigenschaft dar):

"A" Verdffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert.

"Y" Verdffentlichung von Bedeutung; die Erfindung kann nicht als neu (bzw. auf erfinderischer Tatigkeit beru-
hend) betrachtet werden. wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren weiteren Verdffentlichungen dieser
Kategorie in Verbindung gebracht wird und diess Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

"X" Verdffenthichung von besonderer Bedentung, die Erfindung kann allein aufgrund dieser Druckschrift nicht

als neu (bzw. auf erfinderischer Tétigkeit beruhend) betrachtet werden.

"P" rwischenversfientlichtes Dokument von besonderer Bedeumung (alteres Recht)

"&" Veraffentichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Landercodes:

AT = Osterreich; AU = Australien; CA = Kanada; CH = Schweiz; DD = ehem. DDR; DE = Deutschiand,

EP = Européisches Patentamt; FR = Frankreich; GB = Vereinigtes Konigreich (UX); JP = Japan, RU = Russische
Foderation; SU = Ehem. Sowjerunion; US = Vereinigte Staaten von Amerika (USA), WO = Verdffentlichung gem.
PCT (WIPO/OMPI); weitere siche WIPO-Appl. Codes.

Daturn der Beendigung der Recherche: 22. Feber 1996 Bearbeiter/ipk

26 Dr. Schnass e.h.
Vordruck RE 31a - Recherchenbericht - 1000 - Z1.2258/Pras.S3



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	SEARCH_REPORT

