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(54) VERFAHREN UND REAGENS ZUR UNTERSUCHUNG VON ANTIGEN-ANTIKOERPER-REAKTIONEN

(57) Es werden ein Verfahren zur Untersuchung bzw. Bestimmung von Antigenen oder Antikdrpern
in einem Reaktionsmedium, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB eine die zu bestimmenden
Antigene oder Antikérper enthaltende Probe mit einem in dem Reaktionsmedium |6slichen
Polyanion behandelt und die in dieser Weise behandelte Probe zur Durchfiihrung der Antigen-
Antikorper-Reaktion verwendet wird, und ein Reagens zur Untersuchung von Antigen-Antikérper-
'Reaktionen, welches ein Polyanion und ein Reaktionsmedium enthalt, beschrieben.
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Anwendungsgebiet der Erfindung:

' Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Unter-
- suchung von Antigen-Antikdrper-Reaktionen, bei dem das

zu bestimmende Antigen oder der zu bestimmende Antikér-

per in einer Reaktionsmischung mit dem entsprechenden An-

‘tikdrper bzw. Antigen umgesetzt wird, sowie ein hierfiir

geeignetes Reagens.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen:

Zur Zeit finden viele in vivo-Reaktionen im Hinblick auf
ihre Beziehung zu Antigen-Antik&rper-Reaktionen Intefes—
se, insbesondere auf dem Gebiet der Medizin und der Hy-

gienewissenschaft und werden mit der Absicht, die Volks-
gesundheit zu bessern, Krankheiten zu behandelnvund der-
gleichen untersucht. Weiterhin werden im Hinblick auf in

~ vitro-Reaktionen immunochemische Untersuchungen in inten-

sivem MaBstab auf der Grundlage von Proben durchgefﬁhrt{
welche den in vivo-Zustand erkennén'lassen, wobei diese
Methoden zum Teil bereits filir medizinische Routineunter-
suchungen'in der Praxis angewandt werden. Typische Un-
tersuchungsmethodén, die als hochempfindliche‘Unteréh*,
chungssysteme oder Analysensysteme bekannt sind, schlie-

8en den Radioimmuoassay (RIA), den Latexagglutinations-

“assay mit turbidimetrischer Messung im nahen Infrarotbe-

reich (LPIA), den Enzymimmunocassay (EIA), den Fluoroim-
munoassay und die Nephelometrie, die die Lich;streuung
anwendet, ein. Bislang wurden viele immunologische Reak-
tionen in der Weise durchgefithrt, daB in Proben vorhan-
dene Antigene oder‘Antikérper mit einem Reagens nachge-
wiesen werden, welches neben der fliissigen Phase eine
Trdgermatrix, wie biologische Tridger, beispielsweise Ery-
throzyten oder Bakterien und Latexteilchen eines synthe-
tischen organischen Polymertrégers, die mit einem geeig-
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neten Antikdrper oder Antigen sensibilisiert werden kon-
nen, enthalten.

Immunclogische Reaktionen sind duBerst spezifisch, indem
die Reaktionen strikt und selektiv ablaufen, was eines

ihrer herausragenden Merkmale ist, und stellen daher wich-

~tige medizinische Untersuchungsmethoden dar.

Andererseits besitzen Korperfliissigkeiten, die die Akti-
vitdt von in vivo-Bedingungen widerspiegeln, eine grofBe
Vielfalt in ihrer Zusammensetzung und in ihren physikali—
schen Eigenschaften. Aus diesem,Grund konnten viele immu-
nologische Reaktionen nicht vollstédndig von nichtspezifi-
schen Reaktionen befreit werden, von denen gesagt werden
kann, da8 sie von der Antigen-Antikdrper-Reaktion unabhén-
gige Nebenreaktionen darstellen. Als GegenmaBnahme gegen
solche nichtspezifischen Reaktionen werden in vielen Fdl-
lenMaBnahmen, wie die Zugabe von Kaolin oder eines &hnli-
chen Adsorbens cder eine Extraktion angewandt, um die re-
levanten nichtspezifischen Faktoren zu entfernen oder zu
neutralisieren. Wenngleich manche dieser'MaBnahmen wirk-
sam sind, ist es erforderlich, bezliglich jeder Antigen-
Antikdrper-Reaktion eine detaillierte Untersuchung durch-
zufihren und dariiber hinaus bereiten sie in ihrervprakti—

schen Anwendung viele Schwierigkeiten.

ziel der Erfindung:

Bei Anwendung des Verfahrens und des.Reagens der vorlie-
genden Erfindung wird es im Vergleich zu den herk&mmli-

chen Methoden mdglich, die Gewinnung der nachzuweisenden

‘Substanz zu verbessern:und die Genauigkeit der Untersu-

chung zu steigern.



10

15

20

25

30

35

239478 1 -:-

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Die dem Anmeldungsgegenstand zugrunde liegende Aufgabe be-
steht somit darin, ein Verfahren und ein Reagens zur Un-
tersuchung bzw. zur Bestimmung von Antiéen-Antikbrper—Reak—
tionen anzugeben, mit denen es gelingt, die Nachteile der
herkémmlichen Methoden zur Untersuchung von Antigen-Anti-
kdrper-Reaktionen zu iberwinden, deren praktische Anwen-

dung zu vereinfachen und ihre Genauigkeit zu verbessern.

Diese Aufgabe wird nun geldst durch das erfindungsgemiBe
Verfahren zur Untersuchﬁng oder Bestimmungooder zur Analy-
se von Antigen-AntikOrper-Reaktionen, bei dem das zu be-
stimmende Antigen oder der zu bestimmende Antikdrper in
einer Reaktionsmischung mit dem entsprechenden Antikdrper
bzw. Antigen umgesetzt wird und das dadurch gekennzeichnet
ist, daB die das zu bestimmende Antigen oder den zu be-
stimmenden Antikérpet enthaltende Probe mit einem in dem
Reaktionsmedium 18slichen Polyanion behandelt wird und
die behandelte Probe zur Durchfihrung der. Reaktion vef—
wendet wird.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein flr die
Durchfiihrung dieées Verfahrens, d. h. zur Untersuchung
von Antigen-Antikdrper-Reaktionen geeignetes Reagens,
welcheé dadurch gekennzeichnet ist, daB es ein Polyanion
und ein Reaktionsmedium enthdlt.

Bei dem erfindungsgemédBen Verfahren kann man als Poly-
anionen Substanzen verwenden, wié natiirliche oder syn-

-thetische Polymere, wie Polysaccharide oder Polystyrol,

die eine Vielzahl von Anionen, wie Sulfonylanionen oder
Carboxylanionen tragen und welche Materialien in dem fir
die Qntigen-@ntikérper-Reaktion verwendeten Reaktionsme-
dium '18slich sind.

. !

1



10

15

20

25

30

35

239478 1 ¢

Spezifische Beispiele flir diese Polyanionen sind Dextran-
sulfat, Heparin, Polystyrolsulfonsdure, Cellulosephtha-~
latécetat, Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat und derglei-
chen.

Nach dem erfindungsgemdBen Verfahren wird die das zu be-
stimmende Antigen oder den zu bestimmenden Antik&rper ent-

haltende Probe mit dem Polyanion béhandelt und dann mit

~dem entsprechenden Antik®drper bzw. Antigen in dem Reak-

tionsmedium der Antigen-AntikOrper-Reaktion unterworfen.

Die Behandlung mit dem Polyanion kann in der Weise durch-
gefithrt werden, daB man

(i) die Antigen-Antikdrper-Reaktion in dem Medium durch-
fihrt, in das das Polyanion eingebracht worden ist, oder
(ii) die Probe vor der Durchfiihrung der Antigen-Antikodr-
per-Reaktion mit einer das Polyanion enthaltenden festen
oder fliissigen Phase behandelt,

(wobei in letzterem Fall die in dieser Weise behandelte
antigen- oder antikdrperhaltige Probe der Antigen-Anti-

v kérper-Reaktion unterworfen werden kann, nachdem man das

Polyanion entfernt hat, wenngleich sie normalerweise in

Gegenwart des Polyanions der Reaktion unterworfen wird).

Die filir die Antigen-Antikdrper-Reaktion geeigneten Reak-
tionsmedien sind wdfBrige Medien, wie beispielsweise Was-
ser, Salzlosungen und Pufferl&sungen, die einen oder meh-
rere Hilfsstoffe, wie Stabilisatoren, Konservierungsmit-
tel, Chelatbildner, oberfldchenaktive Mittel etc. enthal-
ten kdnnen.

Als Pufferldsung kann man Glycinpuffer, PhosphorséurepufF
fer, Zitronens&durepuffer, Barbiturséufepuffer, Boratpuf-
fer, Tris[iﬂs(nydroxymethyl)-aminomethag7-Chlorwassef-
stoffsdure-Puffer, Tris-Malatpuffer, Ammoniakpuffer und
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dergleichen verwenden.

Als Stabilisatoren kann man beispielsweise Aminosduren,
Polypeptide, Proteine und dergleichen, die an der betref-
fenden immunologischen Reaktion nicht teilnehmen, verwen-
den, wobei diese Materialien iblicherweise in Konzentra-
tionen von 0,001 bis 1 % und vorzugsweise von 0,05 bis
0,6 % vorhanden sind.

Bevorzugte Beispiele fiir Konservierungsmittel sind Na-
triumazid und Merthiolate.

Bevorzugte Beispiele flir Chelatbildner umfassen Athylen-
diamintetraessigsdure, Nitrilotriessigsdure, Cyclohexan-

diamintetraessigsdure und dergleichen.

Als oberflidchenaktive Mittel sind im allgemeinen nicht-

ionische oberfldchenaktive Mittel bevorzugt.

Der pH-Wert des Reaktionsmediums sollte in dem iblichen

_pH-Bereich liegeﬁ, der fiir Antigen-Antikdrper-Reaktionen

geeignet ist, so daB im allgemeinen ein pH-Wert von etwa

5 bis 10 angewandt wird.

Die Konzentration des Polyanions in dem Reaktionsmedium
ist im allgemeinen nicht gréBer als 5 Gew.-% und liegt
vorzugsweise im Bereich von 0,001 bis 0,5 Gew.-%. Bei
héheren Konzentrationen kann die Reaktion im Fall be-
stimmter Untersuchungséysteme instabil werden, wihrend
bei einer niedrigeren Konzentrayion die inhibierende Wir-
kung gegen die sogenannten nichtspezifischen Reaktionen,
die dié Untersuchungsmethode sﬁbren und es unmdglich ma-
chen, genaue Analysenwerte zu érzielen, vermindert wird
als Folge eines erhdhten inhibierenden Effekts von Fak~-

toren in der Serumprobe, die von denen verschieden sind,
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die bei der Reaktion mit dem entsprechenden Antigen be-
ndtigt worden, was eine verminderte Genauigkeit der Unter-
suchungsmethode zur Folge hitte.

Die als zu bestimmende Substanz und als Reaktionsteilneh-
mer zu verwendenden Antigene schlieBen verschiedene Mate-
rialien ein, beispielsweise Proteine, Polypeptide, Steroi-
de, Polysaccharide, Lipide, Pollen, Staub und Haptene.

Die AntikOrper umfassen beispielsweise jene Proteine, die
Antikdrper fiir die oben angesprochenen Antigene darstel-
len.

Die Untersuchung von Antigeanntikérper-Reaktionen néch
dem erfindungsgemdBen Verfahren kann nach irgendwelchen an
sich bekannten Untersuchungssystemen erfolgen. Somit kann
das Verfahren entweder auf die sogenannten LBsungssysteme
angewandt werden, bei denen sowohl die zu bestimmende Sub-

stanz als auch das Reagens in dem Reaktionsmedium 16slich

“sind oder kann auch in sogenannten Trdgersystemen durchge-

fiihrt werden, bei denen der Reaktionsteilnehmer auf einem
teilchenfdrmigen Trdger vorliegt, welcher im wesentlichen
in dem Reaktionsmedium unl&slich ist, was bedeutet, daB
der teilchenférmige Trdger mit dem Réaktionsteilnehmer
sensibilisiert ist. Spezifische Beispiele fiir Antigen-
Antigenkdrper-Reaktionen, die mit dem erfindungsgemdBen
Verfahren untersucht werden k&nnen, schlieBen jene Reak-
tionen ein, die 'in dem Radioimmunoassay, bei der Latex-
agglutination unter Anwendung der Turbidimetrie (oder
Trﬁbungsmestechnik) im nahen Infrarotbereich, dem Enzym-
immunoassay, dem Fluoroimmunocassay, der Immunonephelome-
trie unter Anwendung der Lichtstreuung, der Erythrozyten-
agglutination, der Latexagglutination und dergleichen
auftreten, Vorzugsweise wendet man das erflndungsgemaﬂe
Verfahren auf ein Untersuchungssystem, wie die Latex-

agglutination mit einer turbidimetrischen Bestimmung im
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nahen Infrarotbereich an, bei dem beispielsweise eine um-

gekehrte passive Agglutination ausgeniitzt werden kann.

Mit Hilfe des erfindungsgem&Ben Verfahrens kdnnen nicht-
spezifische Reaktionen, die bei Antigen-Antikdrper-Reak-
tionen ablaufen k&nnen, verhindert werden, so dal genaue-

re Untersuchungsergebnisse erhalten werden k&nnen.

Ausfiihrungsbeispiele:

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erl&uterung

der Effindung, ohne diese jedoch einzuschrinken.

Die angegebenen Prozentsédtze sind dabei auf das Gewicht
bezogen.

Beispiel 1

Dieses Beispiel verdeutlicht die Latexagglutination un-
ter Anwendung einer turbidimetrischen Messung im nahen
Infrarotbereich.

Zu 50 pl normalen Humanserums, welches nicht mehr als 2 ng/
ml a1—Fetoprotein (AFP) enthdlt, gibt man zur Bildung der
Testlésung 50 pl einer 1 pg/ml AFP enthaltenden LOsung und
dann 100 pl einer Rinderserumalbumin—Salzlbsung;'welche
Dextransulfat enthidlt. Zu 50 pl der Testlbsung gibt man

50 pl eines mit Anti—AFP-Antikbrpern-sensibilisierten La~-
texreagens und 200 pl einer Pufferldsung und miBt die An-
derung der Triibung im nahen Infrarotbereich bei 940 nm
unter Rithren. Der gemessene Wert der Probe wird auf einer
Eichkurve abgelesen und es wird,dér Erfassunigsprozentsatz
berechnet. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse sind in der
nachfolgenden Tabelle I im Vergleich zu einem polyanionen-
freien Kontroll-Reaktionssystem angegeben.
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Wie aus der Tabelle I 2zu erkennen ist, wird durch die Zu-
gabe von Dextransulfat (bei einer Endkonzentration von

0,1 %) eine signifikante Verbesserung des Erfassungspro-
zentsatzes (P < 0,01) erreicht, wobei auch eine deutli~
che Verbesserung des Varianzkoeffizienten (CV) erreicht
wird. Dabei entspricht der Erfassungsprozentsatz dem rela-
tiven Wert der Erfassung bezogen auf normalem gepooltem
Serum von zehn klaren, trilbungsfreien Proben, deren Wert

als 100 angesetzt wird.
Beispiel 2

Man wiederholt die MaBnahmen des Beispiels 1 mit dem Un-
terschied, daB man als Polyanion Polystyrolsulfonsdure
mit einer Endkonzentration von 0,2 % verwendet. Die hier-
bei erhaltenen Ergebnisse sind ebenfalls in der Tabelle I
angegeben, aus der zu erkennen ist, daB eine deutliche

Verbesserung des Varianzkoeffizienten erreicht wird.
Beispiel 3

Man wiederholt die MaBnahmen des Beispiels 1 mit dem Un-
terschied, daB man als Polyanion Heparin in einer Endkon-
zentration von 0,1 % anwendet. Wie in der Tabelle I ange-
geben ist, ist auch hier eine Verbesserung der Erfassung
festzustellen. '

Beispiel 4

Man wiederholt die MaBnahmen des Beispiels 1 mit dem Un-
terschied, daB als Polyanion Cellulosephthalatacetat in

einer Endkonzentration von 0,1 % angewandt wird. Wie aus
der Tabelle I hervorgeht, wird eine Verbesserung der Er-
fassung erreicht.
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Beispiel 5

Dieses Beispiel verdeutlicht den Effekt der Zugabe von
Dextransulfat auf die Erythrozyten-Agglutination, die
bei manchen Proben von einer Pseudo-Reaktion begleitet

werden kann, die zu falschen Analysenwerten fihrt.

Man verdinnt eine AFP enthaltende Probe mit einer L&sung
von Dextransulfat in einem Phosphatpuffer (pH = 6,4), die
so eingestellt ist, daB die Endkonzentration des Dextran-
sulfats 0,001 % betrdgt um den Faktor 20 und gibt 100 pl
der verdlnnten Probe zu einer Suspension von Schaf-Ery-
throzyten,'die nit Anti-AFP-Antikdrpern sensibilisiert
worden sind. Man ldBt die Mischung wdhrend 2 Stunden ste-
hen. Die Proben, die nicht mehr als 50 ng/ml AFP enthal-
ten, zeigen eine ringfdrmige Agglutination, wdhrend jene
Proben, die nicht weniger als 100 ng/ml AFP enthalten,
entweder eine offensichtlich grdBere ringfdrmige oder
matte Agglutination zeiéen. Wenn man die gleiche Unter-
suchung mit Proben bekannter Konzentration wiederholt,

so treten selbst im Fall von stark trilben Proben, die

die Bewertung erleichtern, weniger Pseudo-Reaktionen auf..
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur Untersuchung von Antigen-Antik®rper-
Reaktionen, bei dem das zu bestimmende Antigen oder der

zu bestimmende AntikOrper in .einer Reaktionsmischung mit

dem entsprechenden Antik&érper bzw. Antigen umgesetzt wird,

~dadurch gekennzeichnet , daB die das

Zzu bestimmende Antigen oder den zu bestimmenden Antikér-
per enthaltende Probe mit einem in dem Reaktionsmedium
18slichen Polyanion behandelt wird und die behandelte

Probe zur Durchfiihrung der Reaktion verwendet wird.,

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge -
kennzeichnet , daB die Reaktion in Gegenwart
des Polyanions durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet,b daB als Polyanion Dextran-
sulfat verwendet wird. '

4, Verfahren nach Punkt 1, dadurch Q e -
kennzeichnet, daB die Antigen-Antikdrper-

Reaktion eine Agglutinationsreaktion ist.

5. ‘Verfahren nach Punkt 4, dadurch g e -
kennzeichnet ,b daB die Agglutinationsreaktion

eine umgekehrte passive Agglutinationsreaktion ist.

6. Reagens zur Untersuchung von Antigen-Antikdrper-
Reaktionen, dadurch gekennzedich -
net , daB es ein Polyanion und ein Reaktionsmedium
fir die Antigen-Antik®rper-Reaktion enthilt.

7. Reagens nach Punkt 6, dadurch ge-~-
kennzeichnet,b daB es als Reakt&cnsmedium_ein
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wdBriges Medium enthdlt.

8. Reagens nach Punkt 6, dadurch gekenn -

2zeichnet, daB es als Reaktionsmedium eine Puffer-
1l6sung enthdlt.
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