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Patentansprüche: 

1. Verfahren zum N a c h w e i s von Ant igenen und 
deren Antikörpern durch e inen Festkörper-Radio-
imniuntest. bei dem man e ine Probe e ines unbe-
kannten Serums mit den Wandungen e ines Behäl-
ters in Berührung bringt, die einen Überzug mit 
bekanntem Antigengehalt haben, anschl ießend in-
kubiert, absaugt und wüscht. dann ein radioaktiv 
markiertes, hochreines Ant igen zugibt, nochmals 
inkubiert, absaugt und wäscht und danach d : e 
Radioaktivität der beschichteten Teile in e inem 
)>-Strahlenmeßgerät mißt, d a d u r c h g e k e n n -
z e i c h n e t , daß man zum gle ichzei t igen N a c h w e i s 
von Ant igenen mit mindestens einer Bindungsstel le 
o d e r von deren Antikörpern, die mindestens zwei 
Bindungsstel len im Molekül aufweisen, die Probe d e s 
unbekannten Serums zunächst mit einer bekannten 
M e n g e des Ant ikörpers inkubiert und das erhaltene 
G e m i s c h erst dann mit den Wandungen d e s 
Behälters in Berührung bringt, die einen Überzug 
mit bekanntem Antigengehalt haben. 

2. Verfahren nach Anspruch I, dadurch gekenn-
zeichnet, daß man für die erste Inkubation 10 bis 
15% der maximal v o m Überzug des Reaktionsbehäl-
ters l'ixierbaren M e n g e d e s Antikörpers verwendet . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennze ichnet , daß man I bis 16 Stunden bei 
Temperaturen von 20 bis 50"C, vorzugswei se 1 
Stunde bei 37"C oder 12 Stunden bei 2 0 ° C inkubiert. 

4. Verfahren nach e inem der Ansprüche I bis 3 
dadurch gekennze ichnet , daß man bei Verwendung 
von Mikrotiterplatten diese am Ende des Verfahrens 
zerschneidet und die Radioaktivität der Einzeltei le 
mißt. 

5. Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 4, 
dadurch gekennze ichnet , daß n:an als zu untersu-
chendes Material nicht gerinnbares Vollblut, Plasma, 
Serum oder andere Körperflüssigkeiten verwendet . 

D i e Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum 
N a c h w e i s von Ant igenen und deren Antikörpern durch 
e inen Festkörper-Radioimmuntest , bei dem man e ine 
Probe e ines unbekannten Serums mit den Wandungen 
e ines Behälters in Berührung bringt, die einen Über-
zug mit bekanntem Ant igengehal t haben, anschl ießend 
inkubiert, absaugt und wäscht, dann ein radioaktiv 
markiertes, hochreines Antigen zugibt, nochmals inku-
biert, absaugt und wäscht und danach die Radioaktivität 
der beschichteten Tei le in e inem y-Strahlenmeßgerät 
mißt. 

Es ist bekannt, daß man das Vorl iegen von Ant igenen 
o d e r von deren Antikörpern in einer unbekannten 
Probe durch direkte oder indirekte Radioimmunprüfung 
nachweisen kann (vgl. z. B. C a l l , K. und T r e g e a r, G. 
W„ Sc ience 158 (1967), Seiten 1 5 7 0 - 1 5 7 2 , »Sol id-Phase 
Radioimmunoassay in Ant ibody-Coated Tubes«). Aus 
der DT-OS 22 62 479 ist auch e ine Testvorrichtung für 
eine direkte Radioimmunprüfung auf Ant igene oder 

deren Antikörper bekannt. Es ist j edoch bisher noch 
nicht ge lungen, Ant igene o d e r ihre Antikörper radioim-
rnunologisch gle ichzei t ig in e inem einzigen Testverfah-
ren nachzuwei s in . Es stellte sich daher die Aufgabe, in 

5 e inem verhältnismäßig kurzzeit igen Verfahren durch 
e inen kombinierten Radioimmuntest Ant igene und 
deren Antikörper g le ichzei t ig nachzuweisen. 

D i e s e Aufgabe wird ausgehend von dem bekannten 
Verfahren der e ingangs genannten Art dadurch gelöst , 

io daß man zum gle ichzei t igen Nachwe i s von Ant igenen 
mit mindestens e iner Bindungsstelle oder von deren 
Antikörpern, die mindestens zwei Bindungsstel len im 
Molekül aufweisen, die Probe des unbekannten Serums 
zunächst mit einer bekannten M e n g e d e s Antikörpers 

15 inkubiert und das erhal tene Gemisch erst dann mit den 
Wandungen des Behälters in Berührung bringt, die 
e inen Ü b e r z u g mit bekanntem Antigengehalt haben. 

Das er f indungsgemäß zu untersuchende, sogenannte 
»unbekannte« Serum kann ein nicht gerinnbares 

20 Vollblut, Plasma, Serum o d e r eine andere Körperflüssig-
keit, z. B. Urin oder Speichel , sein. 

Für die erste Inkubationsstufe des Verfahrens 
verwendet man vorzugswe i se 10 bis 15% der maximal 
v o m Überzug d e s verwendeten Reaktionsbehälters 

25 fixierbaren M e n g e des Antikörpers. Als Reaktionsbe-
hälter können beispie lsweise Mikrotiterplatten, Test-
röhrchen oder andere g e e i g n e t e Vorrichtungen zur 
A n w e n d u n g ge langen. Man inkubiert /.. B. I bis 16 
Stunden innerhalb e ines Temperaturbere iches von 20 

30 bis 50°C, vorzugswe i se 1 .Stunde bei 3 7 ° C o d e r 12 
Stunden bei 20°C. Längere Inkubationszeiten stören das 
Verfahren nicht. 

Ant igen und Antikörper, die nach dem Verfahren 
g e m ä ß der Erfindung nachgewiesen werden können. 

35 sind z. B. Viren und Virusuntereinheiten wie Hepatitis-
B-Ant igene oder -Ant ikörper und die Coxsackieviren A 
und B, Bakterien, Membranen, Zel lwände, verschiedene 
Hormone , z .B . Insuiin, Arzneimittel wie Antibiotika, 
Gammaglobul ine usw. 

40 Die zum Waschen o d e r Spülen verwendeten Flüssig-
keiten sollen vorzugswe i se einen neutralen pH-Wert 
aufweisen. 

Da eine e n g e Bez iehung des HB-Ant igens zur 
Hepatit is-B als erwiesen gel ten kann und HB-Ant igcn-

45 posit ives Blut bekanntlich den Erreger der Hepatit is-B 
übertragen kann, der beim Empfänger, sofern er nicht 
immun ist, zu einer klinisch feststellbaren oder auch zu 
einer klinisch nicht feststel lbaren Infektion führt, ist es 
von großer Wichtigkeit , festzustellen, o b im Blut von 

50 Spendern HB-Ant igcn vorhanden ist. Der HB-Antikör-
per hat klinische Bedeutung, weil er in e inem hohen 
Prozentsatz in der Rekonvalesz .en/phase einer Hepati-
tis-B-Infektion nachgewiesen werden kann. Es ist auch 
noch nicht bekannt, o b Blutkonserven, deren Serum 

55 IIB-Antikörper enthält, auch den Erreger der Hepati-
tis-B übertragen können. Auch der möglichst empfindli-
che N a c h w e i s d e s HB-Ant ikörpers ist daher ein 
wicht iges Anl iegen in der Klinik. Nachs tehend wird das 
er f indungsgemäße Verfahren beispie lsweise an e inem 

60 Verfahren zum N a c h w e i s von HB-Ant igen und -Anti-
körpererläutert . 

B e i s p i e l 

A. Direkter Radioimmuntest auf HB-Antikörper, dessen 
grundsätzl iche Verfahrensmerkmale bekannt sind 

Zerschneidbare Mikrotiterplatten. beispie lsweise der 
Firma Cooke . werden mit e inem Gemisch Bereinigten 
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HB-Ant igens beider Subtypen D und Y (S c h o b e r. A„ und Spülen werden die Mikroi itcrplaiten zerschnitten 
T h o m s s e n, R. und U. K a b o t h, Deutsche Medizini- und die Radioaktivität in e inem -/-Strahlen-Meßgerät 
sehe Wochenschri f t 97 (1972), S. 1 5 7 9 - 1583, »Serologi- gemessen . Bei niedrigen Serumverdünnungen des 
sehe Subtypen d e s Hepat i t i s -B-Ant igens [AL.siralia-An- fiieh-l I'3-Antikörpers erhalt man e ine hohe Impuis/ahl. 
tigen]«) beschichtet. Das Gemisch is; alkalisch (0,01 5 die in den wei ter verdünnten Proben abnimmt und 
M-Tris-Puffer, pH 9,5) und enthält e twa 300 ng schließlich die Impulswerte der gleichzeit ig mitgelühr-
HB-Ant igen-Prote in pro ml. ten negat iven Kontrol len erreicht (F i g. 1). Die Spezili-

Die Reinigung d e s HB-Ant igens aus Vollserum tat dieses direkten HB-Ant ikörpe i t e s t s licii sieh 
erfolgte nach dem sogenannten R0-S-Verfahren (Ru = e inerseits durch H e m m v e r s u c h e sichern. Dabei v. ird das 
Dichte, S = Sedimentat ion) , d .h . einer kombinierten io auf HB-Ant ikörper / u untersuchende Material mit einer 
Dichtegle ichgewichts- und Sedimentat ionsgradienten- best immten M e n g e von HB-Ant igen versetzt und 
zentrifugation, v o r g e n o m m e n in Caesiumchlorid. Krite- inkubiert, z. B. 1 Stunde bei 37 C. wobei Rohrchen oder 
rien der Reinheit der Präparate sind ihre fehlende Mikrotiterplatten verwendet werden, die nicht mit 
Reaktion mit Ant i -Humanserum im Immundiffussions- H B - A m i g e n beschichtet sind. Nach dieser Inkubation 
test s o w i e das Nichtreagieren von im Versuchstier mit 15 wird dus Gemisch in HB-Ant igen-beschichtete Platten 
diesen Präparaten erzeugten Antikörpern mit menschli- inkubiert, danach wird abgesaugt und gewuschen, 
chen Serumproteinen. Anschl ießend wird l 2 5 ) -markiertes HB-Ant igen zugege-

Das zur Besehichtung v e r w e n d e t e HB-Ant igen wird ben und wieder inkubiert. Nach Absaugen und Waschen 
mindestens 6 Stunden bei 2 0 ° C in den Näpfchen der erfolgt die Messung der Radioaktivität. Wenn in dem zu 
Mikrotiterplatten belassen, danach abgesaugt . Nach 20 untersuchenden Material HB-Ant ikörper vorhanden 
fünfmaliger Spülung mit neutralem Puffer (0,01 M-Tris- sind, dann werden diese Antikörper durch das zuge fügte 
Puffer, pH 7,5) werden Proben einer Verdünnungsreihe Antigen abgebunden und können deshalb in der zwe i ten 
eines EicS-IIB-Antiserums, das möglichst nur die Inkubation nicht mehr an das an der festen Oberf läche 
spezi f i sche Subtypendeterminante Anti-a enthält, einpi- vorhandene Antigen gebunden werden. (Deshalb die 
pettiert. Nach einer I kubation von z .B . 1 Stunde bei 25 Beze ichnung » H e m m t e s t « ) 
37°C o d e r 12 Stunden bei 20"C wird der Inhalt erneut Weiter ließ sich zeigen, daß im Testserum möglicher-
abgesaugt und die Platte gespült. Es wird d a n n m a r - we i se vor l iegende Antiglobuline oder Anti-ff-Lipopro-
kiertes HB-Ant igen (hergestellt nach W. M. H u n t e r teine nicht zu falsch posit iven Ergebnissen führen, 
und F. C. G r c c n w o o d , Nature 194 [1962], S. 495). Untersuchungen haben gezeigt , daß alle erhaltenen 
ebenfalls ein Gemisch beider .Subtypen, das zwischen 30 Impulswerte als spezif isch für HB-Ant ikörper anzuse-
20 000 und 40 000 Impulse pro Minute ( lpM)/0, l ml hen sind, die reproduzierbar über dem 2.0fachen des 
liefert, zugegeben und 1 Stunde bei I7r C oder 12 Mit te lwertes der negat iven Kontrol le liegen, wie die 
Stunden bei 2 0 ' C inkubiert. Nach erneutem Absaugen nachfo lgende Tabelle 1 zeigt: 

Tabel le 1 

Beziehung zwischen Spezifität und Mittelwert X der 
negat iven Kontrol len 

Faktor Zahl der Seren Spezifisch % 

< x 183 
X - 1 . 5 X 169 
1 . 5 X — 2 X 17 
2 X - 2 . 5 X 5 
> 2.5X 48 

422 

B. Der unter A beschriebene Test e ignet sich zum 
kombinierten HB-Ant igen- und Antikörpernachweis , 
wenn man eine Vorinkubation des zu untersuchenden 
Serums mit einer vorgegebenen , relativ niedrigen 
HB-Ant ikörpermenge durchführt. Enthält das Testse-
rum HB-Antigen, wird im anschl ießend nach A 
durchgeführten Festkörper-Radioimmuntest e ine Im-
pulsreduktion gegenüber den negat iven Kontrol len 
beobachtet , während be im Vorl iegen ausreichender 
M e n g e n von HB-Antikörpern eine Impulserhöhung 
feststellbar ist, da die Impulszahl sich d e m v o r g e g e b e -
nen Antikörper hinzuaddiert (vgl. hierzu F i g. 3). 

Zur Vorinkubation wird vorzugswe i se e ine Antikör-
p e r m e n g e verwendet , die zwischen 10 und 15% der 
maximal fixierbaren Radioaktivität liefert, d. h. im 
Sätt igungsbereich des betref fenden Eieh-Antikörpers 
bei niedriger Serumverdünnung vorliegt. Etwa 3500 
Ansätze mit negativen Kontrollen haben ergeben, daß 
die Standardabweichung 1 S i g n a ungefähr 10% beträgt, 
wenn die erwähnten 10 bis 15% Antikörperbindung 

0 0 
0 ö 
6 33 
5 100 

48 100 

Impulse zwischen 500 und 1500 je Minute liefern. Eine 
50 e twas höhere Standardabweichung der negativen 

Xontrol len ( > 10%) ergibt sich bei Impulszahlen unter 
500 je Minute. Als Sicherheitsschwel le wurden 3 Sigma 
gewählt , d. h. HB-Ant igen liegt vor, wenn die Impulsre-
duktion reproduzierbar über 30% der negativen 

s.s Kontrol len beträgt, HB-Antikörper, w e n n eine Impuls-
erhöhung von über 3 0 % zu verze ichnen ist ( F i g . 2 ) . 
Auch hier hat eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 
i 7 ' C bei den verschiedenen Inkubationsschritten 
ausgeze ichnete Ergebnisse geliefert, 

ho Wie vorstehend bereits ausgeführt, liefert der 
beschriebene Test e indeutig spezi f ische Ergebnisse. Der 
Unterschied zwischen dem kombinierten Test und d e m 
direkten Ant ikörper-Radioimmuntest liegt dabei darin, 
daß der im Testserum vor l iegende Antikörper sich 

<15 hierbei dem v o r g e g e b e n e n Antikörper hin/.uuddiert. Da 
der HB-Ant igcnnachwei s im kombinierten Test durch 
Reduktion der v o r g e g e b e n e n Ant ikörpermenge erfolgt, 
ist die bereits beschriebene Spezifität der HB-Antikör-
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p e r b e s t i m m u n g / u g l c i c h G r u n d l a g e d e s s p e z i f i s c h e n 

H H - A n t i g e n n a c h w e i s e s . E i n e u n s p e z i f i s c h e A n t i k ö r p e r -

r e d u k t i o n d u r c h a n d e r e A n t i k ö r p e r k a n n a u s g e s c h l o s -

s e n w e r d e n . E i n e A u s n a h m e b i l d e n d i e i m P r o b e n m a t c -

r i a l m ö g l i c h e r w e i s e v o r l i e g e n d e n A n t i k ö r p e r , d i e g e g e n 

d e n M B - A n t i k ö r p e r s e l b s t g e r i c h t e t s i n d . D i e T e s k l u r c h -

l ü h r u n g w i r d i n d e r n a c h s t e h e n d e n T a b e l l e 2 b i l d l i c h 

c r f a l i t . E s s e i d a b e i a u c h d a r a u f h i n g e w i e s e n , d a l . ) f ü r 

e i n e s i c h e r e M i l t e l w e r t b i l d u n g b e i d e n n e g a t i v e n 

K o n t r o l l e n m i n d e s t e n s H S e r e n m i t g e f ü h r t w e r d e t 

s o l l t e n . 

/ . w a r i s t e s b e i d e r p r a k t i s c h e n A n w e n d u n g d e 

k o m b i n i e r t e n T e s t s b e s o n d e r s v o r t e i l h a f t , da l . ! d k 

5 R e a k t i o n ( o h n e M e s s u n g ) in g u t i S t u n d e n a b g e s c h l o s -

s e n w e r d e n k a n n , w e n n j e d o c h a u s r e i c h e n d Z e i t z u i 

V e r f ü g u n g s t e h t , i s t e s v o r t e i l h a f t , d i e I n k u b a l i o n s d a u e i 

n a c h Z u g a b e d e s m a r k i e r t e n A n t i g e n s a u f 9 0 b i s I 2 ( 

M i n u t e n z u v e r l ä n g e r n . 

Hierzu 3 Blatt Zeichnungen 
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FIG. 3 
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