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Paten:anspriiche:

1. Verfahren zum Nachweis von Antigenen und
deren Antikérpern durch einen Festkérper-Radio-
immuntest. bei dem man emne Probe cines unbe-
kannten Scrums mit den Wandungen eines Bchii!-
ters in Beriikrung bringt, die einen Uberzug mit
bekanntem Antigengehalt haben, anschlieBend in-
kubiert, absaugt und wiischt, dann ein radioaktiv
markiertes, hochreines Antigen zugibt, nochmals
inkubiert, absaugt und wischt und danach die
Radioaktivitat der beschichteten Teile in einem
y-StrahlenmeBgerit miBt, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man zum gleichzeitigen Nachweis
von Antigenen mit mindestens einer Bindungsstelle
oder von deren Antikérpern, die mindestens zwei
Bincungsstelien im Molekiil aufweisen, die Probe des
unbekannten Serums zunichst mit einer bekannten
Menge des Antikérpers inkubiert und das erhaltene
Gemisch erst dann mit den Wandungen des
Behilters in Beriihrung bringt, die einen Uberzug
mit bekanntem Antigengehalt haben.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, daB man fiir die erste Inkubation 10 bis
15% der maximal vom Uberzug des Reaktionsbehiil-
ters lixierbaren Menge des Antikorpers verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dal man 1 bis 16 Stunden bei

Temperaturen von 29 bis 50°C, vorzugsweise | ;

Stunde bei 37°C oder 12 Stunden bet 20°C inkubiert.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3
dadurch gekennzeichnet, daB man bei Verwendung
von Mikrotiterplatien diese am Ende des Verfahrens
zerschneidet und die Radioaktivitit der Einzelteiie
mifit.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, daBl r:an als zu untersu-
chendes Material nicht gerinnbares Vollblut, Plasma,
Serum oder andere Kérperfliissigkeiten verwendet.

Dic Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum
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Nachweis von Antigenen und deren Antikérpern durch

einen Festkorper-Radioimmuntest, ber dem man eine
Probe eines unbekannten Serums mit den Wandungen
eines Behilters in Beriihrung bringt, die einen Uber-
zug mit bekanntem Antigengehalt haben, anschlieBend

inkubiert, absaugt und wischt, dann ein radioaktiv

markiertes, hochreines Antigen zugibt, nochmals inku-
biert, absaugt und wischt und danach dic Radioaktivitit
der beschichteten Teile in einem y-StrahlenmeBgerit
miBt.

Es ist bekannt, daB man das Vorliegen von Antigenen
oder von deren Antikorpern in einer unbekannten
Probe durch direkte oder indirckte Radioimmunpriifung
nachweisen kann(vgl 2. B.Ca1t, K.und Tregear, G.
W., Science 158 (1967), Seiten 1570 — 1572, »Solid-Phase
Radioimmunoassay in Antibody-Coated Tubes«). Aus
der DT-OS 22 62 479 ist auch eine Testvorrichtung fiir
eine direkte Radioimmunpriifung auf Antigene oder
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deren Antikorper bekannt. Es ist jedoch bisher noch
nicht gelungen, Antigene oder ihre Antikérper radioim-
munologisch gleichzeitig in einem einzigen Testverfah-
ren nachzuweiszn. Es stellte sich daher die Aufgabe, in
einem verhiltnismaBig kurzzeitigen Verfahren durch
einen kombinierten Radioimmuntest Antigene und
deren Antikorper gleichzeitig nachzuweisen.

Diese Aufgabe wird ausgehend von dem bekannten
Verfahren der eingangs genannten Art dadurch galost,
dafl man zum gleichzeitigen Nachweis von Antigenen
mit mindestens einer Bindungsstelle oder von deren
Antikorpern, die mindestens zwei Bindungsstelien im
Moalekiil aufweisen, die Probe des unbekannten Serums
zunidchst mit ciner bekannten Menge des A::ukérpers
inkubiert und das erhaitene Gemisch erst dann mit den
Wandungen des Behilters in Berithrung bringt, die
cinen Uberzug mit bekanntem Antigengehalt haben.

Das erfindungsgemiaB zu untersuchende, sogenannte
»unbekannte« Serum kann ein nicht gerinnbares
Vollblut, Plasma, Serum oder eine andcre Kérperfliissig-
keit, z. B. Urin oder Speichel, sein.

Fir dic erste Inkubationsstufe des Verfahrens
verwendet inan vorzugsweise 10 bis 15% der maximal
vom Uberzug des verwendeten Reaktionsbehilters
fixierbaren Menge des Antikorpers. Als Reaktionsbe-
hilter kénnen beispiclsweise Mikrotiterplatien, Test-
réhrchen oder andere gecignete Vorrichtungen zur
Anwendung gelangen. Man inkubiert z. B. 1 bis 16
Stunden innerhalb eines Temperaturbereiches von 20
bis 50°C, vorzugsweise 1 Swunde bei 37°C oder 12
Stunden bei 20°C. Langere Inkubationszeiten stéren das
Verfahren nicht.

Antigen und Antikérper, die nach dem Verfahren
gemiB der Erfindung nachgewicsen werden kénnen,
sind z. B. Viren und Virusuntereinheiten wie iepatitis-
B-Antigene oder -Antikorper und die Coxsackicviren A
und B, Bakterien, Membranen, Zellwiinde, verschiedene
Hormone, z. B. Insulin, Arzneimittel wie Antibiotika,
Gammaglobuline usw.

Die zum Waschen oder Spiilen verwendeten Fliissig-
keiten sollen vorzugsweise cinen reutralen pH-Wert
aufweisen.

Da eine enge Bezichung des HB-Antigens zur
Hepatitis-B als erwiesen gelten kann und HB-Antigen-
positives Blut bekanntlich den Erreger der Hepatitis-B
ibertragen kann, der beim Empfinger, sofern er nicht
immun ist, zu einer klinisch feststellbaren oder auch zu
ciner klinisch nicht feststellbaren Infektion fiihrt, ist es
von grofler Wichtigkeit, festzustellen, ob im Blut von
Spendern HB-Antigen vorhanden ist. Der HB-Antikor-
per hat klinische Bedeutung, weil er in einem hohen
Prozentsatz in der Rekonvaleszenzphase ciner Hepati-
tis-B-Infektion nachgewiesen werden kann. Es ist auch
noch nicht bekannt, ob Blutkonserven, deren Serum
HB-Antikérper enthilt, auch den Erreger der Hepati-
tis-B iibertragen kénnen. Auch der méglichst empfindli-
che Nachweis des HB-Antikdrpers ist daher ein
wichtiges Anliegen in der Klinik. Nachstehend wird das
erfindungsgemiBe Verfahren beispiclsweise an einem
Verfahren zum Nachweis von HB-Antigen und -Anti-
korper erlautert.

Beispiel

A. Dirckter Radioimmuntest aul HB-Antikorper, dessen
grundsiiizliche Verfahrensmerkmale bekannt sind

Zerschneidbare Mikrotiterplatien, beispiclsweise der
Firma Cooke. werden mit cinem Gemisch gereinigten
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HB-Antigens beider Subtypen Dund Y (Schober A,

Thomssen, R und U. Kaboth, Deutsche Medizini-
sche Wochenschrift 97 (1972), S. 1579 — 1583, »Serologi-
sche Subtypen des Hepatitis-B-Antigens [Australia-An-
tigen]«) beschichtet. Das Gemisch is. alkalisch (0,01
M-Tris-Puffer. pH 9,5) und enthidlt etwa 300ng
riB-Antigen-Protein pro mi.

Die Reinigung des HB-Antigens aus Vollserumn
erfolgte nach dem sogenannten Ro-S-Verfahren (R,
Dichte, § = Sedimentation), d. h. einer kombinierten
Dichtegleichgewichts- und Sedimentationsgradienten-
zentrifugation, vorgenommen in Caesiumchlorid. Krite-
rien der Reinheit der Praparate sind ihre fehlende
Reaktion mit Ant-Humanserum im Immundiffussions-
test sowie das Nichtreagieren von im Versuchstier mit
diesen Praparaten erzeugten Antikérpern mit menschli-
chen Serumproteinen.

DGas zur Beschichtung verwendete HB-Antigen wird
mindestens 6 Stunden bei 20°C in den Nipfchen der

Mikrotiterplatten belassen, danach abgesaugt. Nach :

funfmaliger Spiilung mit neutralem Puffer (0,01 M-Tris-
Puffer, pH 7,5) werden Proben einer Verdiinnungsreihe
cines Eich-HB-Antiserums, das méglichst nur die
spezilische Subtypendeterminante Anti-a enthilt, einpi-
pettiert. Nach einer | kubation von z B. 1 Stunde bei
37°C oder 12 Stunden bei 20°C wird der Inhalt crneut
abgesaugt und die Platie gespiilt. Es wirddann 23] mar-
kicrtes HB-Antigen (hergestellt nach W. M. Hunter
und . C. Greenwood, Nature 194 [1962] S. 495).
cbenfalls cin Gemisch beider Subtypen, das zwischen

5

20000 und 40000 Impulse pro Minute (IpM)/0.1 ml

liefert, zugegeben und 1 Swnde bei 37°C oder 12
Stunden bet 20'C inkubiert. Nach erneutem Absaugen

Tabellc 1

4

und Spulen werden die Mikrotiterplatten zerschninen
und die Radioaktvitai in cimem y-Strahlen-MeBgerat
gemessen.  Bei niedrigen Serumverdunnungen  des
Eich-H8-Antikérpers erhilt man eine hohe Impuiszahl.
die in den weiter verdinnten Proben abmmmit und
schlicBlich die tmpulswerte der gleichrzentig mitgefihr-
ten negativen Kontrolten erreicht (Fig. 1) Die Spevifi-
tit dieses  direkten  HB-Antikorpertests  licis sich
cinerseits durch Hemmversuche sichern. Daber wird das
auf HB-Antikdrper 2u untersuchende Materiad mit ciner
bestimmten Menge von HB-Antigen versetzt und
inkubiert, 2. B. 1 Stunde bei 377 C. wober Rohrchen oder
Mikrotiterplatten verwendet werden, dic nicht mit
HB-Antigen beschichtet sind. Nach dieser Inkubation
wird dus Gemisch in HB-Antigen-beschichiete Platten
inkubiert, danach wird abgesaugt und gewaschen.
AnschlieBend wird 125)-murkiertes HB-Antigen sugege-
ben und wieder inkubiert. Nach Absaugen und Waschen
erfolgt die Messung der Radioaktivitit. Wenn in dem zu
untersuchenden Material HB-Antikdérper vorhanden
sind, dann werden diese Antikorper durch das zugefigte
Antigen abgebunden und konnen deshalb in der zweiten
Inkubation nicht mehr an das an der festen Oberflache
vorhandene Antigen gebunden werden. (Deshalb die
Bezeichnung »Hemmtest«.)

Weiter lieB sich zeigen, daf3 im Testserum moglicher-
weise vorliegende Antiglobuline oder Anti-g-Lipopre-
teine nicht zu falsch positiven Ergebnissen fihren.
Untersuchungen haben gezeigt, daB alle erhalienen
Impulswerte als spezifisch fiir HB-Antikérper anzuse-
hen sind. die reproduzierbar iiber dem 20fachen des
Mittelwertes der negativen Kontrolle liegen, wie die
nachlolgende Tabelle 1 zeigt:

Bezichung zwischen Spezifitit und Mittelwert X der

negativen Kontrollen

Faktor Zahl der Seren  Spezifisch %

<X 183 0 0

X—15X 169 0 o

15X-2X 17 6 33

2X-25X 5 5 100

>25X 48 48 100
422

B. Der unter A beschriebene Test eignet sich zum
kombinierten HB-Antigen- und Antikorpernachweis,
wenn man eine Vorinkubation des zu untersuchenden
Serums mit einer vorgegebenen, relativ niedrigen
HB-Antikérpermenge durchfiithrt. Enthélt das Testse-
rum HB-Antigen, wird im anschlieBend nach A
durchgefiihrten Festkorper-Radioimmuntest cine Im-
pulsreduktion gegeniiber den negativen Kontrollen
beobachtet, wihrend beim Vorliegen ausreichender
Mengen von HB-Antikérpern eine Impulserhdhung
feststellbar ist, da die Impulszahl sich dem vorgegebe-
nen Antikorper hinzuaddiert (vgl. hierzu F i g. 3).

Zuy Vorinkubation wird vorzugsweise eine Antikor-
permenge verwendet, die zwischen 10 und 15% der
maximal fixierbaren Radioaktivitit liefert, d.h. im
Sattigungsbereich des betreffenden Eich-Antikorpers
bei niedriger Serumverdiinnung vorliegt. Etwa 3500
Ansiitze mit negativen Kontrollen haben ergeben, daf
die Standardabweichung 1 Sigrma ungefahr 10% betragt,
wenn dic erwihnten 10 bis 15% Antikérperbindung

50

55

Impulse zwischen 500 und 1500 je Minute liefern. Eine
ctwas hohere Standardabweichung der negativen
KLontrollen (> 10%) ergibt sich bei Impulszahlen unter
500 je Minute. Als Sicherheitsschwelle wurden 3 Sigma
gewihlt, d. h. HB-Antigen liegt vor, wenn die Impulsre-
duktion reproduzierbar {iber 30% der negativen
Kontrollen betrigt, HB-Antikérper, wenn eine Impuls-
erhéhung von iiber 30% zu verzeichnen ist (Fig.2).
Auch hier hat cine Inkubationsdauer von 1 Stunde be!
37°C  bei den verschiedenen Inkubationsschritten
ausgezeichnete Ergebnisse geliefert.

Wic vorstchend bereits ausgefiihrt, liefert der
heschriebene Test eindeutig spezifische Ergebnisse. Der
Unterschied zwischen dem kombinierten Test und dem
direktun Antikérper-Radioimmuntest liegt dabet darin,
daBb der im Testserum vorliegende Antikorper sich
hierbei dem vorgegebenen Antikérper hinzuaddiert. Da
der HB-Antigennachweis im kombinierten Test durch
Reduktion der vorgegebenen Antikérpermenge erfolgt.
ist die bereits beschriebene Spezifitit der HB-Antikor-
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perbestimmung  zugleich Grundlage des spezifischen
HB-Antigennachweises. Eine unsperzifische Antikorper-
reduktion durch andere Antikérper kann ausgeschlos-
sen werden. Eine Ausnahme bilden dic im Probenmate-
rial moglicherweise vorlicgenden Antikérper, die gegen
den HB-Antikorper selbst gerichtet sind. Die Testdurch-
fihrung wird in der nachstehenden Tabelle 2 bildlich

erfalit. Es sei dabet auch darauf hingewiesen, dald fir

cine sichere  Mittelwertbildung  bei den negativen

6

Kontrollen mindestens 8 Seren mitgelihrt werder
sollten.

Zwar ist e¢s bet der praktischen Anwendung  det
kombinicerten Tests besonders  vorteilhaft. daly  dic
Reaktion (ohne Messung) in gut 3 Stunden abgeschlos.
sen werden kann. wenn jedoch ausrcichend Zeit 2w
Verfiigung steht, ist es vorteilhaft, die Inkubationsdaucer
nach Zupabe des markierten Antigens aul 90 bis 12(
Minuten su verlingern.

Hierzu 3 Blatt Zeichnungen
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FIG. 3
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