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25 In EP-A 0 356 964 wird ein homogenes Nachweisverfahren beschrieben, das bereits die Nachteile der
bis dahin bekannten Verfahren liberwindet. Dabei wird die ProbelGsung mit mindestens zwei Rezeptoren
inkubiert, die miteinander bindeféhig sind und von denen einer mit der nachzuweisenden Substanz binden
kann. Dabei kann eine Agglutination nur erfolgen, wenn die. nachzuweisende Substanz mit beiden Rezepto-
ren bindet, nicht jedoch, wenn die Rezeptoren miteinander binden oder die nachzuweisende Substanz nur
30 mit einem der beiden Rezeptoren bindet. Als mit der nachzuwsisenden Substanz bindeféhige Rezeptoren
werden Konjugate eingesetzt aus einem Partner eines spezifisch miteinander bindenden Paares und einer
mit der zu bestimmenden Substanz spezifisch bindefdhigen Komponente K. Wird das hier beschriebene
Prinzip zum Nachweis von Proteinen, die mehrere gleiche Epitope aufweisen, eingesetzt, so ist als mit der
nachzuweisenden Substanz bindeféhiger Rezeptor ein Konjugat einzusetzen, das nur eine einzige Bindes-
35 telle flir die nachzuweisende Substanz aufweist, um eine unspezifische Agglutination auszuschlieBen.
EP-A-0 307 754 beschreibt die Herstellung von papainfreien F(ab')-Antikbrperfragmenten, die aus
einem mit Papain gespaltenen vollsténdigen IgG-AntikGrper erhalten werden. Aus den F(ab")z-Antik&rperfrag-
3:,,,,‘ menten kdnnen Fab'-Antikdrperfragmente mit freien Sulfhydrylgruppen in der Hinge-Region erhalten wer-
] den.
40 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, sin Verfahren zur Durchflihrung homogener Immunoassays
zur Verfligung zu stellen, bei dem unspezifische Agglutinationen mdglichst vermieden werden, so da8
genaue und reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden.

Diese Aufgabe wird gelst durch ein Verfahren zur Durchflihrung eines homogenen Immunoassays
nach dem Agglutinationsprinzip unter Verwendung eines Konjugats aus einem Fab"-Fragment und einer

45 Komponente K, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man ein Konjugat verwendet, welches erhalten wird
indem man ein F(ab")-Fragment eines AntikSrpers der Immunglobulinklasse G reduzierenden Bedingungen
aussetzt und anschlieBend mit der Komponente K, die entweder sine zur Bindung gesignete funktionelle
Gruppe aufweist oder durch Einfllhrung einer funktionellen Gruppe in geeigneter Weise derivatisiert wurde,
umsetzt, wobei die Komponente K Uber die funktionelle Gruppe an die bei der Reduktion entstandenen

50 freien SH-Gruppen des Fab'-Fragmentes gebunden wird und dazu agglutinierbare Teilchen verwendset,
welche eine mit K bindeféhige Substanz tragen.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB bei Verwendung dieser Konjugate unspezifische Agglutina-
tionen in hohem MaBe vermieden werden k&nnen. Durch die Verwendung der monovalenten Bindepartner
konnten Verfahren nach dem Prinzip des Agglutinations-immunoassay in ihrer Genauigkeit und Reprodu-

55 zierbarkeit weiter verbessert werden.

Fur das erfindungsgeméBe Verfahren werden Konjugate aus einem Fab'-Fragment eines IgG-Antikdr-
pers, der mit der nachzuweisenden Substanz spezifisch bindefahig ist und einer Komponente K verwendet.
Derartige Konjugate kdnnen hergestellt werden, indem man die jeweils einzusetzenden AntikSrper in an
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char act er i zamdefilg ishat a conjugate is used which is obtained by subj ect ing a
F(ab') 2 fragnaisiSpabr simd bifunktionelle Verbindungen gesignet, die eine funktionelle Gruppe aufweisen, die mit
der SH-Gruppe bindeféihig ist und eine zweite funktionelle Gruppe aufweisen, die gleich oder verschieden
25 sein kann, die mit der Komponente eine kovalente Bindung eingehen kann. Die Linge des Spacers richtet
sich nach der Lage der SH-Bindungen, d.h. also nach der Subklasse des Antikdrpers, von dem das
Fragment stammt. Wenn der Spacer zu lang ist, sorgt er daflir, daB selbst dann, wenn mehrere SH-
Gruppen relativ nah beieinander liegen, eine Bindung an alle Komponenten mdglich ist, da die sterische
Hinderung iberwunden wird. Die Lénge des Spacers wird daher abhéngig von der Lage der SH-Bindungen
se und damit vom zu verwendenden Fab'-Fragment bestimmt und liegt flir Fab'-Fragmente der IgG-Subklasse -
I im Bereich von 4 bis 16 Atomen, bevorzugt 4 bis 8 Atomen und flr Fab’-Fragmente von Antik8rpern der
Subkiasse IgG 1l im Bereich von 4 bis 10 Atomen, bevorzugt 4 bis 6 Atomen. Bevorzugt wird als Spacer flir
die Herstellung von Konjugaten aus einer Komponente K und einem Fab'-Fragment eines IgG-Antikérpers
der Subklasse | Maleimidobutyllysin und fiir Konjugate, die Fab'-Fragmente der IgG-Subklasse il enthaiten,
35 Maleimidoethylamin verwendet.
Das Konjugat aus Fab'-Fragment und Komponente K wird als Rezeptor bei der Durchfilhrung des
homogenen Immunoassays in an sich bekannter Weise eingesetzt. Als weiterer Rezeptor werden bei dem
_ erfindungsgemiéBen Verfahren agglutinierbare Teilchen verwendet, welche eine mit der Komponente K
&,4 bindefdhige Substanz tragen. In einer bevorzugten Ausflihrungsform werden agglutinierbare Teilchen
40 verwendet, an die eine mit der Komponente K bindefihige Substanz Uber einen bifunktionsllen photoreakti-
ven Spacer kovalent gebunden ist. Derartige agglutinierbare Teilchen kdnnen hergestellt werden, indem die
mit der Komponente K bindeféhige Substanz zuniichst mit einem heterobifunktionellen Reagenz, das auf
-einer Seite eine Arylazidgruppe und auf der anderen Seite sine mit Aminogruppen des Bindepariners
reaktive funktionelle Gruppe aufweist, umgesetzt wird. Dabei reagiert diese mit Aminogruppen reaktive
45- Gruppe mit der bindeffihigen Substanz. Nach Entfernung von nicht umgesetztem Reagenz wird das
biologische Material Uiber einen vorbestimmten Zeitraum mit dem inerten Trigermaterial, das z.B. ein
Polystyrollatex mit einer Teilchengr§8e von unter 100 nm sein kann, zusammengebracht und dann durch
- Lichteinwirkung die Photoreaktion ausgeltst, wobei Uber die Bildung eines reaktiven Nitrens aus der
Arylazidgruppe die Bindung an den inerten Tréger erfolgt. Nicht kovalent gebundenes Material wird
50 anschlieBend durch Detergentien-Waschungen effektiv abgeltst und Uber Zentrifugationsverfahren oder
Dialyse an Membranen entfernt. Die Oberfléicheneigenschaften derartiger Teilchen k&nnen gezielt modifi-
zZiert werden, indem z.B. ein immunologisch inertes Protein wie z.B. RSA durch eine Vor-, Co- oder
Nachbeladung auf die Partikel aufgebracht wird. Dadurch wird auch die Stabilitit des Reagenzes erh&ht.
Der Anteil an spezifisch bindeféhiger Substanz pro Partikel ist liber die eingesetzte Proteinmenge sowie die
55 Latexkonzentration bei der Beladung definiert und reproduzierbar einstellbar. Weiterhin kann eine Oberfls-
che mit definierter spezifischer Bindefihigkeit durch Auswahl des heterobifunktionellen Reagenzes bzw.
dessen Kettenldnge gesteuert werden. Vorteil dieses Verfahrens ist es, daB man die spezifisch bindef3hige
Substanz an jede Art von Festphase binden kann, d.h. nicht auf Festphasenteilchen mit funkiionellen
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one COoNPONRBimnmenddhOSubstar2speiissh Iiilendsh Komponerte BDGrel ded edre Rezeptor mindestens zwei
Bindungsstellen flir den spezifisch bindenden Pariner aufweist. Durch Inkubation der ProbelSsung mit den
25 beiden Rezeptoren kommt es zur Bindung des Konjugates an die nachzuweisende Substanz und an den
- anderen Rezeptor, wodurch eine Agglutination bewirki wird. Agglutinieren knnen nur Komplexe, in denen
die nachzuweisende Substanz und beide Rezeptoren gebunden sind. Um die Genauigkeit zu erhdhen, ist
os bevorzugt, ein Konjugat mit bezliglich der Bindung monovalenten Anteilen zu verwenden.
Die Erfindung wird durch die folgenden Bsispiele erldutert:
30 -
Beispiel 1

Herstellung von Streptavidin-Latex

85 Streptavidin (Boshringer Mannheim) wurde zu einer Konzentration von 10 mg/ml in 50 mM K2HPO., pH
8,0 gelSst. AnschlieBend wurde im Dunkeln eine L&sung von N-Hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoat
(HSAB) in DMSO zugegeben, so daB ein molares Verhdltnis von 10:1 (HSAB:Streptavidin) resultierte. Bei
25 °C wurde zwei Stunden unter LichtausschiuB inkubiert. AnschlieBend wurde Uberschlissiges HSAB durch

o Dialyse im Dunkeln abgetrennt.

40 Zur Beschichtung von Latices mit Sireptavidin wurde eine 1%ige Suspension an Polystyrol-Partikel
(Dow < 100 nm) unter LichtausschluB mit dem aktivierten Streptavidin (1 mg/ml, Herstellung siehe oben)
Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Partikel mit UV-Licht (340 nm) bestrahit. Die Streptavidin-
Latices wurden zweimal mit 50 mM Glycin, pH 7,5 gewaschen und danach 16 Stunden mit einer
NachbeladelSsung (0,1 % RSA) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 50 mM Glycin, pH 7,5

45 wurden die- Streptavidin-Latices in Glycin-Puffer bei 4° C gelagert.

Belspiel 2

Herstellung von Fab'-Biotin-Konjugaten
50 '
Monoklonale Antikérper der Immunglobulinklasse G | und G lla, die in Ublicher Weise durch Immunisie-
rung von M&usen gewonnen wurden, wurden nach dem im folgenden beschriebenen Verfahren zu Fab'-
Biotin-Konjugaten umgesetzt:
50 mg an Maus-lgG wurden in 100 mM Natriumcitrat, pH 3,6 zu einer Proteinkonzentration von 10 mg/ml
556 geldst. Zu der auf 37°C erwirmten L&sung wurde eine Pepsinldsung (1 mg/ml in 100 mM Natriumcitrat,
pH 3,6) im Verhilinis 1:1000 gegeben. Nach 2,5 Stunden unter Rihren bei 37°C wurde der pH-Wert der
Reaktionsmischung durch Zugabe von Tris auf 8,3 eingestelit. AnschlieBend wurde gegen 20 mM Tris/HCI,
pH 7.8 dialysiert. Die Abirennung von unverdautem IgG und Fc-Fragmenten vom F(ab'). erfolgte durch

4
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25 Verhdltnis 7:1 (Biotin:IgG).
Das erfindungsgem&Be Fab'-Biotin-Konjugat aus diesem AntikSrper wurde unter Verwendung von
Maleimidobutyryllysin-Biotin hergestellt, wie im Beispiel 2 baschrieben.
Zur Bestimmung der Agglutination wurden 60 i 1 %ige Streptavidin-Latex (Herstellung siehe Beispiel
1), 800 mi 100 mM Tris/HCl, pH 8,0 und 20 ul Anti-TSH-lgG-Biotin-Konjugat (Vergleich) bzw. 20 ui Anti-

30 TSH-Fab'-Biotin-Konjugat (erfindungsgem&s8) in Kiivetten eines Perkin-Elmer Photometers pipettiert. Die
Proteinkonzentration der Konjugate betrug jewsils 10 wg/ml.
Die Extinktionszunahme bei 405 nm wurde zwischen t=1 min und t = 10 min gemessen.
Das Ergebnis ist in Tabelle 1 dargestelit. Es zeigte sich, daB die unspezifische Agglutination unter
Verwendung des erfindungsgemiBen Fab'-Biotin-Konjugates auf weniger als 1/6 des Referenzwertes (IgG-
35 Biotin-Konjugat) reduziert werden konnte.
, Tabelle 1
s
40
Antikérper-Konjugat Extinktions-Zunahme (mE)
4% IgG-Biotin (Vergleich) 663
Fab’-Biotin 119
(erfindungsgeméf)
50 '
Belsplel 4
]

Die unspezifische Agglutination von erfindungsgemas hergestéllten Konjugaten wurde wie in Beispiel 3
beschrieben untersucht.



anti bodi es of the subclass 1gG11. Maleimdobutyllysine is preferably used
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an addia i emgdseteteceptor. In a preferred enbodi nent aggl uti nable particles
are used t o DishFrgRbrisse aiod tim Tekelle 2prupammengefadt. rFisi Wit deyilicth <lag gy Verwendang gles
coval ent | e dEASPacasydie unspeziisqhp Aagitipation aach wRitsr rdriariwerden kgsBcer . - 6-
Such aggl utinabl e particles can be produced by first reacting the substance
capabl e of binding to the conponent K '#P"2a het er obi f uncti onal . r eagent
whi ch H4s an arylazide group on one side and a functional grqup which is
reactive w th am no |gAatikiperadonjudae(Fab'Bdtin)( p dExinkinns-Zmabrive(ds) hdr side. In
this process this grjoup which is reactivg eacts with the
bi ndabl e subst ance. ' ; I ol ogi cal
materi gl is brought [i ntoAsbMyeglobin®Kith t hg i ne?d? carfier 8mter|i al which can
for exanpl e be a pollyst yAsiMyediebiasdKgi t h g par®38cl e ki ze’®el o} 100 nm for a
pre-determ ned period and then the photoreaction is triggered by the action
of light whereby the binding to the inert carrier takes place via formation
of a reacsemplers trene fromthe aryl azi de group. Subsequently non-coval ently
bound mmterial is effectively detached by washing with detergent and
renmoved by wel versthigiabe monokiprabothtHAER-Antiktgleravoplesenaier eisnder dnmagiglobtinklesser G hce
properti egMabf LI lungh slert andbre Jler Klasse G dp didalf Tulla ECACGBT041002)dangghSd. wurdenpywib \yin ng
an i mmunoPBeigpiet & |bbschiiaben tu b Rictintifoniugaten awgessigt. DiBdpidemitab’-fragmeate yeirden dabeismiby
pre-, Biotin unter Verwendung von MEA bzw. MBL als Spacer biotinyliert. _
25 Zur Bestimmung der unspezifischen Agglutination wurden jeweils 20 1! der verschiedenen Konjugate

(10 wg/ml), 800 wl 100 mM Tris/HCI, 2 % PEG 40000, 2 % Pluronic® F68, pH 7,0 und 20 ul 1 %ige

Streptavidin-Latex (Herstellung siehe Beispiel 1) in die Klivetten sines Perkin-Elmer-Photometers pipettiert.

Die Extinktionszunahme wurde bei 405 nm zwischen t=1 min und t=10 min gemessen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.

30 Wie schon flir die anderen monoklonalen Antikdrper der Immunglobulinklasse | gemessen (vgl. Beispiele 3

und 4) wurde auch mit dem Anti-AFP-Fab'-Biotin aus IgG | eine niedrige unspezifische Agglutination

erhalten, die sich durch Verwendung des kiirzeren MEA-Spacers noch weiter unterdriicken lie8.

Das Anti-AFP-Fab'-Biotin-Konjugat aus dem IgG lla dagegen ergab mit dem MBL-Spacer relativ hohe

unspezifische Agglutination. Durch Verwendung des kilirzeren MEA-Spacers konnten jedoch vorteilhafte

35 Ergebnisse erzislt werden.

Tabelle 3

ENZ Antik8rper-Konjugat (Fab'-Biotin) Extinktions-Zunahme (mE)
MBL MEA

Anti-AFP-Mab-LJ738 (IgG I) 42 3
Anti-AFP-Mab-Tu11 (igG lla) 434 212

Beisplel 6

Mit den Konjugaten Mab-Tu11-Fab'-MEA-Biotin und Mab-LJ738-Fab’-MBL-Biotin wurds ein homogener
so0 Immunoassay auf Streptavidin-Latex-Basis durchgeflihrt:
50 wul einer L&sung der beiden Konjugate (10 ng/ml, Verh&ltnis der Antikdrper-Konjugate von 1:1), 800 pl
100 mM Tris/HCI, 2 % PEG 40000, 2 % Pluronic® F68, pH 7,0 und 20 ul 1 %ige Streptavidin-Latex sowie
jewsils 50 Ll eines AFP-Standards (0, 50, 100, 1000 und 2000 ng/ml) wurden in Kiivetten pipsettiert. Die
Zunahme der Agglutination wurde im Perkin-Elmer-Photometer bei 405 nm zwischen t=1 min und t=10
556 min gemessen.



co- or recoating. The stability of the reagent is also increased by this
nmeans. The proportion of specificaIéFyo ?ﬁ%béﬁ subst ance per particle is
defined by the anpunt of protein as we e latex concentration used
for the coating and can be adjusted reproducibly. In addition a surface
W th a defi nass ERebrid des Inrhumdabdyk ist i Tawdle haarge@tl at ed by sel ection of the
het erobi functional reagent or its chain |length. An advantage of this
process is ;rhgt ;he“specifical | y bi ndabl e substance can be bound to any
type of sol F@PBha8e®i.e. it does not rely on solid phase particles wth
functional groups. Honopol yners and copol ynmers of styrene and

met hyl styrene, of acrylic acid and.its e.st.e.!.s,__a.f._m.ha.l;r-.)d—u;—a.ci-d-&?d its
derivatives such as -7-{acrylonjtrile.or acr 1 d di enes |such
r Vi cChi oride are
L1 Lopannadard RSt Aich i)

as but adi ene, chl oroprene i sop articuljarly
suitable as the solid phases ' = do
not ari & because of the type of| Iggnkadeibot {asper bnlyodde |covaoant

| inkage of latex and protejn occurs asja resulit of the unspedific redction
of the azidd group and to STTght extdant a [{nkage bf proteiE W th
protein. Thel ®xtimndkmdenbound 44 I Hel agdl ubPnabl dSparti cl2%9 and t 7
conponent K Hﬁﬁt&%ﬁ@gkﬁ of ]bi ndi hg to qne anot]her. All pairs p\,hi ch i
speci ficall ﬁ brnd to oné a§ot herl are suitabl eifor. thys. Strepfavi din lor

avidin and otin are prefeéerablylused as conmpgnent Kiand thus; as the

bi ndabl e sub[st\mnq&) When t elmhom.ias aizr,ked 8u#4, ﬂ.e.w\henlthel.sﬁhnlpl e
sol-ution is fncubated withjthe cpnj ugatje and Jjith th¢ aggl utipabl e

p\a'r.\jg/i cl es, 0{1 t he one handt hé spubstance to bgq detecfed bi nds'to t he jab’
fragment of tH&E%onfugate ind on!t he other haad t he %orrponent K of th

conj ugat e bi hds JsOB‘eEteiaﬁgllus'vnabl.e- parlt i ¢l es.| Am aggl utiaati bn can- ohl y be
triggered byjthese |inkageg. Sinte the konjugdte is donovalent wth .rlespect

to binding to the
25

Patentanspriiche
. Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, GR, IT, L}, LU, NL, SE

so 1. Verfahren zur Durchillhrung eines homogenen immunoassays nach dem Agglutinationsprinzip unter
Verwendung eines Konjugats aus einem Fab'-Fragment und einer Komponente K,
dadurch gekennzeichnet,
da8 man ein Konjugat verwendst, weiches erhalten wird indem man ein F(ab'):-Fragment eines
Antikbrpers der Immunglobulinklasse G reduzierenden Bedingungen aussetzt und anschiieBend mit der
35 Komponente K, die entweder eine zur Bindung geeignete funktionelle Gruppe aufweist oder durch
Einfllhrung einer funktionellen Gruppe in geeigneter Weise derivatisiert wurde, umsetzt, wobei die
Komponente K {iber die funktionelle Gruppe an die bei der Reduktion entstandene freie SH-Gruppe des
Fab'-Fragmentes gebunden wird und aggiutinierbare Teilchen verwendet, welche eine mit K bindefihi-
s ge Substanz tragen.

2. Verfahren nach Anspruch 1
dadurch gekennzeichnet,
daB man ale Komponente K ein Hapten verwendet.

45 8. Verfahren nach Anspruch 2,
dadurch gekennzelchnet,
daB man als Hapten Biotin verwendet.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
50 dadurch gekennzeichnet,
daB man das Fab'-Fragment und die Komponente K {ber einen Spacer verbindet.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet,
55 daB man ein Fab'-Fragment eines AntikGrpers der IgG-Subklasse | verwendet und einen Spacer mit
einer Kettenifinge von 4 bis 16 Atomen einsetzt. :



substance to be detected and with respect to binding to the~aggLuLLQ§9LgThe_
particles, an agglutination cannot take place via the rec rs

more substance to be detected presgpaes 554 B¢ sanpl e solu m Eﬂ’g

is the agglutination. The amount of agglutination, which

according to known nethods, ‘is therefore a direct neasure of the c&ntént*of
" subst ance t BapErgelmisalos !minunimeaym inddbelle dderdestadit. t 0 t he i nvention is
particularly -8- suitable for enbodinents as described in EP-A 349 988
or EP-A 35§,96fh. They describe honmpgeneous imunoassays in which a sanple
solution contalning the substance to be detected is incubated with at | east
two receptors, one of which is a conj ugate of a partner of a specific

bi ndi ng pair and a conpon ' ' -+ : to

be determ ned and the other recegindada gbnggﬁggagm@nbl(ﬂgyﬁg sites for the.
specific binding partner. lncubation of the sanple sol uti on W|th t hejtwo
receptoys results in bi nd"ﬁ'g_or"(_rh_e_cqnj ugatg to th substanﬁe to be
detected and to the otherlrexept &0 whilcll0®audes08n aggRAPPnati 0R00ONIY

t hose conplexes in which fhe substancd to beldetectdd and hmlh rpmamlors

are bound gan aggl utinatej In oyder tolO cre S he laccyracy,
pref er abl e It BXt3BkEIGBNj uhat®® W tH non %ent Séh’porlent 9% éﬁgc) to
t he bi mdi nd(MIhee]Lﬁ&eﬁ"l oh is eluci datled by tlhe fol lowi ng ex rrpl es; Et X am

p1le 1l Pr¢gparation of st eptav|d|n IaFex StqeptaV|q|n (Boeh |nger
Mannhei m) s dissolved at a co centratlon of 10 ng/ym in_50 herr" pH
4obe .

8. 0. Subse u¥Kt K$)a sol utf oh? of )33791?0 i Siedhi dyll - 44132 dat
(HSAB) in O was added {n t hel dark shch thdt a mollar ratiolof 10:11
(HSAB SQre% ayigdi ny resul]s | t] was i ncubated at [erfr] for t\o hoursllnthe

dar k. Subs entl excess HSAB s renpved by di aI S |n th dark
+ 3s %ere:.ch Yva nP yl yﬁ E‘

1_ .J
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Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR. GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE

- 30 1. Verfahren zur Durchfithrung. eines homogenen Immunoassays nach dem Agglutinationsprinzip . unter
Verwendung eines Konjugats aus einem Fab'-Fragment und einer Komponente K,
dadurch gekennzeichnet, '
daB man ein Konjugat verwendet, welches erhalten wird indem man ein F(ab')>-Fragment eines
Antik8rpers der Immunglobulinklasse G reduzierenden Bedingungen aussetzt und anschlieBend mit der
85 Komponente K, die entweder eine zur Bindung geeignete funktionelle Gruppe aufweist oder durch
Einflhrung einer funktionellen Gruppe in geeigneter Weise derivatisiert wurde, umsetzt, wobei die
Komponente K Uber die funktionelle Gruppe an die bei der Reduktion entstandene freie SH-Gruppe des
Fab'-Fragmentes gebunden wird und agglutinierbare Teilchen verwendet, welche eine mit K bindefihi-
ge Substanz tragen.

2. Verfahren nach Anspruch 1
dadurch gekennzelchnet,
daB man als Komponente K ein Hapten verwendet.

45 3. Verfahren nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet,
daB man als Hapten Biotin verwendet.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
50 dadurch gekennzeichnet,
daB8 man das Fab'-Fragment und die Komponente K {iber emen Spacer verbmdet.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzelchnet,
55 daB8 man ein Fab'-Fragment eines Antikdrpers der IgG-Subklasse | verwendet und einen Spacer mit
einer Kettenléinge von 4 bis 16 Atomen einsetzt.




In order to coat the latices with streptavidin a 1 % sti

pol ystyrene particles (Dow < 100 é(];n& - i ncubat ed
dark with the activated streptavi %Wgsmg?m producti on I%JWH Ak
Subsequently the particles were irradiated W|th UV 1'i ght ( TH .
st r ept aviedi Verfal@éri eis oitét dor Waspfienb 1 & g2 Wi th 50 nM gl ycine, pH 7.5 and then
I ncubat ed f daduich gekanmgeithrie) a recoati ng solution (0.1 % BSA). After a
further wastssmepndaeifragmbite Bifesnijf-ghtiktrpere derBubklasse ¥ veewentietaipd einencBpacer ainsetzt s
wer e st or edmit eingglLinge ven bbi¢ 1&E-Amef.ERR]. E x a mp 1 e 2 Production of

Fab' - b¥ otin conj ugates Mnocl onal antibodies of the immnoglobulin class G
| and G (7t aVerigrproraciheipan dasverheigaiendan Aserligheyal way by i nmuni zation of mice,
were conver Yadyrghgekennzeichngt. ot i n conj ugat es according. to the method

descri bed i ¢t 3% 2paytinigher °"‘?§‘Ef‘ ofsiehon qingeselzh, werdpn 29| di dberneiney PifurificRsi®li um
C|trate pI—Veéb"bd"f'%e"’a" 'b'F‘Eﬂ’ PRI Ripdeidhion fFukstang geoHReR{st A pepsin sol ution

(1 my/'H

di itrate, pH 3.6) was added in a ratio 1:1000 to
t he solut ?'l: sp edto[ERR] Af ter stirringfor 2.5 hours at
[ ERR] the grb rg Jich hé@ E‘stSm nt§ qu lon
of Tris. dr | rJGr
tQXVz@ |

separ %I on pﬂ@ﬁ r%&ﬂ, | a, out

by chronat Oﬂ:ﬁﬁ’sgfl 1 bﬂfﬁkt Veidi b%ﬁi emxtaéﬁen ann

S-200. The gk Phbtonén bdsPhitaRd SadiVer Qe Qﬁbdn &A 8k 13RL bdwirD NI | 1 ZEd 10 WU

was di ssolved in 100 mM [ ERR] lvaEDT - 10 - pH 6.3 at a :

concentr at | Konjugéte, 15&st8REnd Laus S!hbﬁelq#%idmént eines IgG-Antikdrpers und einer Komponente K,
i 20 welche erhalten werden, indem man sin F(ab')2-Fragment eines Antikdrpers der Immunglobulinklasse G

reduzierenden Bedingungen aussetzt und anschlieBend mit der Komponente K, die entweder eine zur
Bindung geeignete funktionelle Gruppe aufweist oder durch Einfllhrung einer funktionellen Gruppe in
geeigneter Weise derivatisiert wurde, umsetzt, wobei die Komponente K Uber die funktionelle Gruppe
an die bei der Reduktion entstandene freie SH-Gruppe des Fab'-Fragmentes gebunden wird.

25

10. Konjugate nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet,

_ da8 die Bindung zwischen dem Fab'-Fragment und der Komponente K direkt zwischen SH-Gruppen

L des Fab'-Fragments und der funktionellen Gruppe der Komponente K oder tber einen Spacer erfolgt.

11. Konjugate nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet,
daB der Spacer eine bifunktionelle Verbindung ist, wobei eine funktionelle Gruppe mit siner SH-Gruppe
des Fab'-Fragments bindefdhig ist, und die zweite funktionelle Gruppe, die gleich oder verschieden
85 sein kann, mit der Komponente K eine kovalente Bindung eingehen kann.

12. Konjugate nach Anspruch 10 oder 11,
o dadurch gekennzeichnet,
Nr daB das Fab'-Fragment von einem Antikbrper der IgG-Subklasse 1 stammt und der Spacer eine
40 Kettenléinge von 4 bis 16 Atomen aufweist.

18. Konjugate nach Anspruch 10 oder 11,
dadurch gekennzeichnet,
daB das Fab'-Fragment von einem AntikSrper der IgG-Subklasse Il stammt und der Spacer eine
.45 Kettenliings von 4 bis 10 C-Atomen aufweist. :

14. Konjugate nach einem der Ansprliche 9-13,
dadurch gekennzeichnet,
daB die Komponente K ein Hapten ist.
50
15. Konjugate nach sinem der Anspriiche 9-14,
dadurch gekennzeichnet,
daB die Komponente K Biotin ist.

85 16. Verwendung von Konjugaten nach einem der Anspriiche 9-15 in einem homogenen Immunoassay, bei
dem keine Trennung von gebundener und ungebundener Markierung erfolgt.



20 [ERR]l of a solution of 500 mM sodium arsenite, 1 nmM EDTA, 100 nM [ ERR],
pH 6.8 as well as 25 [ERR] of a sol ghi 0 nmM ner capt I m _
EDTA, 100 MM [ERR] pH 6.8 were adde&i= q){h\?\;/asgaﬁncubat ed at fm"ﬂﬂ]m"“m

while stirring. Subsequently the Fab' pool was separated frdm Fower ® § *
mol ecul ar cpABRARPHIEhE Xir $d1genden VetragidtaadiEs? Sephadex G 25 col um.

Mal ei m doet hyl am ne biotin and mal ei m dobutyryllysine- biotin were each

di ssol ved at. aveftawspedut Daichfutiungf einbs Momegenennimbiubi@sdags nach aleini Agglutingliaspriozip uhtar

separ at e pr epalesiendung einasl Kehingathe$ bigdna FablEragment und eiper Koeipenente obut yryl | ysi ne-
bi oti n wer e adtdderch gekenszeichneton of t he Fab' fragnments in such a way that a
nmol ar rati o ofdad Gnah ¢ilhiKoniugat slerwengdel; iwelches Frhaltdn wisd ifidere gmanagin di(ab)sTEragreant siges

for one hour aAntiBFERR]detmmuaglehsiinklasse G reduziepprdnn Bedingungen;apssptzicusd aesshliedand syt dgt

1 mM and af t erkogpengpte He diegentwader gikes 2yr Sindungegasigneie fupitionollg fiseppp Gubyelst ofay durch

concent r at i on Efuheung ginenfunidioneliery Gruppaain gegignaier: Yeise gqrivatigiertwide,cumgeizt, yobei die

3;?'3;fs:23a;%ﬂ%ﬁ%’éﬁ;ﬂ%‘%q°?@62§3f$@?e%2§9%@&?%1“%3mﬁ"§%?§§ e

t he unspecifi @ #80 on i s reduced by using the conjugates according

to the invepti i t ing latex particles coated with streptavidin
and conj qga?‘gs\ﬁgﬁﬁf '%Ehnﬁﬂ%;:gl body fragnments and biotin. A nonoclonal
I&]‘ﬁ‘p h

anti-TSH anti gﬁfgw i 1ss G | (ECACC 87122202) was
used. For corrptbgr ?ﬁg'gnls a cgrrp et gggﬁ{?‘%ﬁb\)ggviegdgawas biotinylated via the am no
groups of tBe varbnrddGidoh Aksraénd, Ng to JACS 100 (1978), 3585-3590 by reaction
Wi t it N- hydr oXYadGieh gekenAichmbl, Ot in in a ratio of 7:1 (biotin:1gG. The
Fatx - bi otzh N CQiab MgRaIE Hater®idhh Rgwéndett he i nvention was produced fromthis
ant i body using mal ei m dobutyryl- lysine-biotin as described in Exanple 2.
I n order to4daledshmnmact dvemedpgatiergebéndeAnsrlchpERR] 1 % st rept avi di n-| at ex
(production seaiadérchgpkepnzeichn@0 [ ERR]
daB man das Fab'-Fragment und die Komponente K Uliber einen Spacer verbindet.
26
5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
daB man ein Fab'-Fragment eines Antikbrpers der IgG-Subklasse | verwendet und einen Spacer mit
einer Kettenléinge von 4 bis 16 Atomen einsetzt.
30
6. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
das8 man Fab'-Fragmente eines IgG-Antikdrpers der Subklasse Il verwendet und einen Spacer einsetzt
mit einer L&nge von 4 bis 10 C-Atomen.

7. Verfahren nach einem der vorhergshenden Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet,
. daB als agglutinierbare Teilchen Latexteilchen eingesetzt werden, an die Uber eine bifunktionelle
N Verbindung eine mit der Komponente K bindefidhige Substanz gebunden ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7,
dadurch gekennzeichnet,
daB man das agglutinierbare Teilchen herstéllt, indem man eine mit der Komponente K bindefihige
Substanz mit einer bifunktionellen Verbindung, die eine N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe und eine
45 Arylazidgruppe aufweist, unter schwach alkalischen Bedingungen in w#Briger Losung umsetzt, Uber-
schilssige bifunktionelle Verbindung danach abtrennt, einen Latex zu dieser Lésung zufligt und dann
mit Photonen bestrahit und dadurch die Bindung an den Latex bewirkt.

9. Verfahren zur Herstellung von : :
50 Konjugaten, bestehend aus einem Fab'-Fragment eines IgG-AntikSrpers und einer Komponente K,
dadurch gekennzelchnet, daB man ein F(ab")2-Fragment eines AntikSrpers der Immunglobulinklasse
G reduzierenden Bedingungen aussetzt und anschlieBend mit der Komponente K, die entweder eine
zur Bindung geeignete funktionelle Gruppe aufweist oder durch Einflihrung einer funktionellen Gruppe
in geeigneter Weise derivatisiert wurde, umsetzt, wobei die Komponente K Uber die funktionelle Gruppe
55 an die bei der Reduktion entstandene freie SH-Gruppe des Fab'-Fragmentes gebunden wird.

10. Verfahren nach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichnet,



100 mM'Tris/HA, pH 8.0 and 20 [ERR] anti-TSH1gG biotin co “l I““I“I
(conparison) or 20 [ERR] anti-TSH K | conj ugat e (acgglgﬂmﬂ “Jl
i nvention) were pipetted into cuvetstyj% g* %erkl n- El mer
protein concentration of the conjugates was in each case 10 [ERR]/m . The
I Nncrease i n adas dieHdrthungidedBikduRgeVichen RSN SladiRhtUnE derl Keinporiefite K1 tirekt Z@iSchsh N.
The result i sststmppenides FaiFagrhents indsded Wdkliohdliad Giuppe derHomporente Kagpl Uber pimba ON
coul d be reduspackrboidgtess than 1/5 by using the Fab'-biotin conjugate
according to the present invention of the reference value (1gGbiotin

conj ugat &) 11-Téaaheeninagindiisboeh/10c onj ugat e . I ncrease i n absorbance (nA)

| gG bi ot i n ( cdndueshigekapnzeichnet, 663 Fab' - biotin
119 (accordi gﬁﬁﬁ $raeer gine Bifupictionelie, Merbindyng ist, wohei gige funitionglle;GripRg it ginen SH1Gippe
unspeci fi c agipp febiTzaomens Bindedhig il ardde gwelig funktipnaliecGrurpen g wigich (oder; vaperindemn
was exam ned R0 kg it Fﬂéﬂ"‘P‘H‘eﬁ? r?t9P§°V3'e“tT§Bd‘BPPP%9h§’h'E"“'E‘anOCI onal
anti - gg nt| bod q 1l?ot h belong to the i munogl obulin class

1gG |, Wer °'\: tf’ ®Pi'otin conjugates as descri bed in Exanpl e

2. In order § "rc ""z 0 N
rpeii? o %& S Nl PO A i, o
usi ng e| m oet am ne mal ei mi dobut yryl | ysi ne (I\/BL) as spacer.

The resu tq&wﬁaﬁm)\,ﬁ&qcﬂ{boﬁg@,ﬁe 2. It is clear that the unspecific
aggl uti nat i ongdaarenlyBrdniekicidt, €ven further by using the shorter MEA spacer.
Tab| e 2 Anti hfdYdas Fab edinént von einem AMKIHSASRr Igh-SUBRAKED ANGEnitINY der Spacer eine

Kettenl&inge von 4 bis 10 C-Atomen aufweist.

\/ 20
14. Verfahren nach einem der Anspriliche 9-13,
dadurch gekennzeichnet,
daB die Komponente K ein Hapten ist.

25 15. Verfahren nach einem der Anspriiche 9-14,
dadurch gekennzeichnet,
daB die Komponente K Biotin ist.

\\./ 16. Verwendung von Konjugaten nach einem der Anspriiche 9-15 in einem homogenen Immunoassay, bei
30 dem keine Trennung von gebundener und ungebundener Markierung erfolgt.

Claims
Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, GR, IT, LI, LU, NL, SE

88 1. Method for carrying out a homogeneous immunoassay based on agglutination in which a conjugate of a
Fab' fragment and a component K is used,
wherein
' a conjugate is used which is obtained by subjecting a F({ab'), fragment of an antibody of the
\/ immunoglobulin G class to reducing conditions and subsequently reacting it with the component K
40 which either has a functional group suitable for the binding or was derivatized in a suitable manner by
introduction of a functional group whereby the component K is bound via the functional group to the
free SH group of the Fab' fragment formed during the reduction and agglutinable particles are used
which carry a substance capable of binding to K. '

45 2. Method as claimed in claim 1,
wherein
a hapten is used as the component K.

3. Method as claimed in claim 2,
50 wherein
biotin is used as the hapten.

4. Method as claimed in one of the previous claims,
wherein
&5 the Fab' fragment and the component K are linked via a spacer.

5. Method as claimed in one of the previous claims,
wherein

10
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Example 5 Tw different nonocl©o -AFP anti bodi es, cone
bel ongs to the i mmunogl obulin class G I (I\/ab LJ738) and the other to the

class G lla (NgubTitghentBEACEiBddY bl 889G subkiess 1G9 0868 lah 8l spaobrds Brajioyeld iwith & ichain
conj ugat es as |§gember i RE@ alohsExanpl e 2. I n this process both Fab' fragnents
were biotinylated with biotin using MEA or MBL as spacer. In order to

det er m ne t be Mewmpas clhimed M@gé oftthenddimsonto 420 [ ERR] of each of the different
conj ugat es ( 1OwHekshr| /n1 ), 800 [ERR] 100 nM Tris/HO, 2 % PEG 40000, 2 %
Pl uroni c F68, Rabl fiagerdsaf a2 (G &kIRKy of o subrlagstibare vied 2ndye enacqr iy ayeRIRYed With & lepoth
Exanpl e 1) werd4pn 19-atemis.i nt 0o t he cuvettes of a Perkin-El ner phot onet er .
The increase in absorbance was neasured at 405 nm between t=1 nin and t=10
mn. ;rhed;egul‘r%rédﬁ'ﬁ'em°F"h°“|'%9cﬂ’@"°33°'¢\%‘s-al r eady rreasured for the other
nonocl on ant es of t

a | ow unspeci flgx °ﬁ o m"runo%‘ngqlg g ?h@ﬁﬁﬂn "ce ca{,ggle o bﬁ'd'ﬂg%tﬂg
ant i - AFP- Fab' -99M8®" 'FB?H"Fé'éalb'fWﬁtPBﬂ %’B‘l?f’ "be suppr essed even further by

using the shor cer n contrast the anti-AFP-Fab' -biotin

conJI u?at e fpbnﬁt"e‘ N‘FEA‘G"@ gcgaé"éZI ted in a relatively high unspecific

aggl uti nafi on thd Juhf %ﬁl‘t 8 %@Juced%&ﬁﬁg a Sis@ndeRéRuBloc? biRdiRd folthd SonfpBisntlk

be obt ai ned byw'H,S b 55}:[ Hidr has Qmmxysuccmunﬁd% of gl and adryid2iae group

conj ugat e under | Wak SiRatife bdﬁdlﬁ@é@:{ LPR6oul Bhltion, FeRddss ﬂfuﬁ&hbﬁh} compound is subsequently

NBt - removed a latex is added to this solution and then it is iradiated with photons which results in binding
\_/ 20 to the latex.

9. Conjugates composed of a Fab' fragment of an IgG antibody and a component K which are obtained
by subjecting a F(ab'): fragment of an antibody of the immunoglobulin G class to reducing conditions
and subsequently reacting it with the component K which either has a functional group suitable for the

25 binding or was derivatized in a suitable manner by introduction of a functional group whereby the
component K is bound via the functional group o the free SH group of the Fab' fragment formed during
the reduction.

! 10. Conjugates as claimed in claim 9,

30 wherein
the binding between the Fab' fragment and the component K either takes place directly between SH
groups of the Fab' fragment and a functional group of the component K or via a spacer.

11. Conjugates as claimed in claim 10,
35 whereln '
the spacer is a bifunctional compound in which a functional group is capable of binding to a SH group
of the Fab' fragment and the second functional group which can be the same or different can covalently
bind to the component K.

4 12. Conjugates as claimed in claim 10 or 11,
whereln
the Fab' fragment is derived from an antibody of the IgG subclass | and the spacer has a chain length
of 4 to 10 C atoms.

45 13. Conjugates as claimed in claim 10 or 11,
wherein
the Fab' fragment is derived from an antibody of the IgG subclass Il and the spacer has a chain length
of 4 to 10 C atoms.

so0 14. Conjugates as claimed in one of the claims 9-13,
wherein
the component K is a hapten.

15. Conjugates as claimed in one of the claims 9-14,

65 wherein
the component K is biotin.
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[ ERR] 100 mMishioisegalibn of Bold Bhidundond @bel2 % Pl ur oni c[ ERR] F68, pH 7.0 and 20
[ERR] 1 % streptavidin-latex as well as 50 [ERR] in each case of an AFP
standard (CainisGor the Gllowdf CoatmattingSBtardESni ) were pipetted into cuvettes. The
increase in the agglutination was neasured at 405 nmin a Perkin-El nmer
phot orret er1.bdethedfer carryingrpyt adinajogensbs ¥rimynoa¥sey based an aggiviinationdn wm@&ymd@s
shown in TabIFeb'Iragmenta"9!5£°®?°&?!ﬂ§r‘%luse@)ncent ration (ng/m) O 100
200 1000 ZG@gl)’:lﬂéoieorsbasgge hichis gpbtained e ngSa Fi b')26frg ento}; ag? (f?

0 jugate is u which-i y
(mean) CV /o?mmunoglobulm G class to Zeducmchon é:tl S_EEI gequ(egﬁtly reactmg it wdh the c%?némen

6

1111111111111@3 gl fl’ surtable for ebm g or wascg LaM I%r[!{%multable manner by

Met hod for c 8,{" ponent K is boln t _

which a ConJ lc gar Va;E%p%caF %@L‘F ﬁ]ﬁoﬁj 915%&%&-0?%%{2 g‘g'baggg athi Iiﬂ e'urgé?j ' :"
S u e I C S O

n a conj1 gatel y subJ ecting a F(ab' )2 fragnment of

an anti body Qfemblgs LIMMRY lin G cI ass to reducing conditions and
subsequent?‘y v;:g@q,;g? ng It ﬂaﬁtq'ﬁ‘ut he conponent K which

a hapten is used as the component K.

20 3. Method as claimed in claim 2,
wherein
biotin is used as the hapten.

4. Method as claimed in one of the previous claims,
25 wherein
the Fab' fragment and the component K are linked via a spacer.

5. Method as claimed in one of the previous claims, .
wherein
30 a Fab' fragment of an antibody of the IgG subclass | is used and a spacer is employed with a chain
length of 4 to 16 atoms.

6. Method as claimed in one of the claims 1 to 4,
whereln
35 Fab' fragments of an IgG antibody of the subclass Il are used and a spacer is employed with a length
of 4 to 10 C-atoms.

_ 7. Method as ciaimed in one of the previous claims,
N/ wherein
40 latex particles are used as the agglutinable particles to which a substance capable of binding to the
component K is bound via a bifunctional compound.

8. Method as claimed in claim 7,
whereln
45 the aggiutinable particle is produoed by reacting a substance capable of binding to the component K
with a bifunctional compound which has a N-hydroxysuccinimide ester group and an arylazide group
under weak alkaline conditions in an aqueous solution, excess bifunctional compound is subsequently
removed, a latex is added to this solution and then it is iradiated with photons which results in binding
to the latex.
50 . _ ‘
9. Method for the production of conjugates composed of a Fab' fragment of an 1gG antibody and a
component K,
whereln
a F(ab"). fragment of an antibody of the immunoglobulin G class is subjected to reducing conditions
85 and subsequently reacted with the component K which either has a functional group suitable for the
binding or was derivatized in a suitable manner by introduction of a functional group whereby the
component K is bound via the functional group to the free SH group of the Fab' fragment formed during
the reduction.

12



either has a functional group suitable for the binding or wasderivatized

In a suitable manner by introductio f tional group
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in claiml, wwherelnr € i n a hapten is used as the conponent K 3. Method
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enpl oyed wi t hthg seaeay if ajbisygional pmopunchin Which a dmgtionl aroup jgoapable ok Bindingip #:SH groyp
one of the cl & hsFap’ fagmant apd e gecpnddunctignalrgrgyp which,eaReba the sgme orflifferpnt can £ovBIgRIY
of the slfbocl abedojthegopppneatK ang a spacer is enployed with a length of 4 to
10 C-atons. 7 t hod as l(;l qua in one of the previous clainms, wher e
i n latex par F“g%céﬁ’"éadd%%ﬂma % He aggl utinable particles to which a
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18. Method as claimed in claim 10 or 11,
wherein '
'\ the Fab’ fragment is derived from an antibody of the IgG subclass Il and the spacer has a chain length
20 of 4 to 10 C atoms.

14. Method as claimed in one of the claims 9-13,
wherein
the component K is a hapten.
25
15. Method as claimed in one of the claims 9-14,
wherein
the component K is biotin.

30 16. Use of conjugates as claimed in one of the claims 9-15 in a homogeneous immunoassay in which there
is no separation of bound and unbound label.

Revendications
Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, GR, IT, LI, LU,
35 NL, SE

1. Procédé pour réaliser un immunodosage homogéne selon le principe d'agglutination au moyen d'un
_ conjugué d'un fragment Fab' et d'un constituant K, caractérisé en ce que l'on utilise un conjugué qui
" est obtenu en exposant & des conditions réductrices un fragment F(ab"): d'un anticorps de la classe G
40 des immunoglobulines puis en le faisant réagir avec le constituant K qui présente un groupe fonctionnel
convenant pour la liaison ou qui a été transformé en dérivé de maniére appropriée par introduction d'un
groupe fonctionnel, le constituant K se liant par l'intermédiaire du groupe fonctionnel au groupe SH
libre, formé lors de la réduction, du fragment Fab' et l'on utilise des particules agglutinables qui portent

une substance capable de se lier & K.

2, Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on utilise un hapténe comme constituant K.
3. Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que I'on utilise la biotine comme hapténe.

so 4. Procédé selon l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce qu'on lie le fragment Fab' et le
constituant K par l'intermédiaire d'un espaceur.

5. Procédé selon 'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on utilise un fragment Fab'
d'un anticorps de la sous-classe | des IgG et I'on emploie un espaceur d'une longueur de chaihe de 4
56 & 16 atomes.

6. Procédé selon I'une des revendications 1 & 4, caractérisé en ce que l'on utilise des fragments Fab'
d'un anticorps IgG de la sous-classe 1l et I'on emploie un espaceur d'une longueur de 4 2 10 atomes

13



wh e’ r ei nthe agglutinable particle is produced by . reacu ng—a Stbstance
capabl e of binding to the conponengp Iﬁ,yg tsg b| functi onal
has a N hydroxy- succinim de ester group an an aryl azide g Eﬂﬁm ”fﬂl,
al kaline conditions in an aqueous sol ution, excess bifunctio
subsequent | ydeenoved, a latex is added to th| s solution and then it is
I radiated with photons which results in binding to the |atex. 9.
Conj ugat es7.c ®mpédscsblanf I'une Fdab' revendigtions t prétdentes,| cHracwnid body qmld'oa wisepeoidist K
Whl ch are obiparicwed aggiutinatiigscdss ipartjcules Fdeditsx) dxquelignahiéeqiar Binteraédiaitaodiyn aimpbsée

5 bifonctionnel une substance capable de se lier au constituant IC L M S * - 18-
i mmunogl obulin G class to reducing conditions and subsequently reacting it
with the chnmBeeédd:selen jihrevandiestiondr carpgifrist angecauedomprépare leg patipulesisigglutinghlest ane
bi ndi ng or wéegsaefé?qwaﬂn%@l conditignsJejblernant alcalipas el soltipn aakepescline sHkstanesf capable de
functi onal SERE ﬁ‘@c &% ifopetiprgel |yt gigsente yn 9rn'epef°atﬁb4q Nshygroxygugru p
to the f gPl fivlazidpy Puis 08 seRars 1o COIPROBRIDITNGtPRNG! qn AXcEs AR AQUIS IR Tatexp
Conj ugat es a a °(5‘F1“ﬁ°er'§1’ﬁf¥?°dw @"sreténp"‘i‘fa‘f"ﬁé'aﬂ‘i“ Bia'hB’leBet ween the

Fab' frag 2N e h kes ire bet vvee
aroups. of Ehee gj&?gﬁ i), '"e"ffah% ﬁ°' °.;::,a g.m@ gt o
via a s Cel' 'réd rice nt ro efo £ﬂ§§fnt
spacer '5 a by i fdsbP B uu%@@%gﬂm{érﬁn h\fé pb uétlﬁn AL ge of

bi ndi ng t 0 aonkhiolkeR W coRdtitubM & %Qfﬂp&ﬂlmmr % fainfdUP
whi ch can beld}gm.,@m.g{ délirdghRitealr. can coval en?l y b| nd to t he corrponent K.

12. Conjugates as cl ai med in claim10 or 11,

20 10. Conjugués selon la revendication 9, caractérisés en ce que la liaison entre le fragment Fab' et lo
constituant K se produit directement entre des groupes SH du fragment Fab' et le groupe fonctionnel
du constituant K ou par l'intermédiaire d'un espaceur.

11. Conjugués selon la revendication 10, caractérisés en ce que I'espaceur est un composé bifonctionnel,

25 un groupe fonctionnel étant capable de se lier & un. groupe SH du fragment Fab' et le second groupe

fonctionnel, qu: peut &tre identique ou dlfférent pouvant_engager une liaison covalente avec le
constituant K.

12. Conjugués selon la revendication 10 ou 11, caractérisés en ce que le fragment Fab' provient d'un
30 anticorps de la sous-classe | des IgG et I'espaceur présente une longueur de chaine de 4 & 16 atomes.

13. Conjugués selon la revendication 10 ou 11, caractérisés en ce que le fragment Fab' provient d'un
anticorps de la sous-classe Il des IgG et I'espaceur présente une longueur de chaie de 4 & 10 atomes
ds C.
35
14. Conjugués selon 'une des revendications 9 & 13, caractérisés en ce que le constituant K est un
hapténe.

\4 15. Conjugués selon 'une des revendications 9 2 14, caractérisés en ce que le constituant K est la biotine.

16. Utilisation de conjugués sslon F'une des revendications 8 2 15 dans un immunodosage homogéne dans
lequel aucune séparation n'a lieu entre le marqueur lié et le marqueur non lié.

Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES

1. Procédé pour réaliser un immunodosage homogéne selon le principe d'agglutination au moyen d'un
conjugué d'un fragment Fab’ et d'un constituant K, caractérisé en ce que I'on utilise un conjugué qui
est obtenu en exposant 2 des conditions réductrices un fragment F(ab'). d'un anticorps de la classe G
des immunoglobulines puis en le faisant réagir avec le constituant K qui présente un groupe fonctionnel
50 convenant pour la liaison ou qui a ét8 transformé en dérivé de manidre appropriée par introduction d'un
groupe fonctionnel, le constituant K se liant par I'intermédiaire du groupe fonctionnel au groupe SH
libre, formé lors de la réduction, du fragment Fab' et I'on utilise des particules agglutinables qui portent
une substance capable de se lier & K.

56 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que I'on utilise un hapténe comme constituant K.

3. Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que I'on utilise la biotine comme hapténe.
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wh'er ei n the Fab fragnent is derived froman antibo l" lﬂm
subclass | and the spacer has a Chﬁ'f“b?gﬁBI of 4 to 10 cﬂlﬂlﬂﬂ 1” ””"I _'
M S* - 19 - 13. Conjugates as clained in claim10 or 11, W h'e P i n -
the Fab' fragnment is derived froman anti body of the 1gG subclass Il and

t he spacer4. hawscéaé eélan lund desgtvanddatishs ipfcddantés, adraotisé dndce dqun |lis (hftagMera Falt ltls Med

I n one of t heonetihant¥cpad Vidtdrmédiaire dunrespaceurn t he conponent K is a hapten. 15.
Conjugates as clained in one of the clains 9-14, wh er e i n the

conponent 8 Procdds seloniunel dps ravensiiceions préédenascearagiériaé] eniceraep lion uiiiiseeurdifagining Fab'

clai ms 9-15 f'vn aptipaseecdeda sqyersiasseirdesda@ shiipn iemplaia jue kspagryr duredongusus dehaine dod of
bound and unbd®aemesabel .

6. Procédé selon I'une des revendications 1 & 4, caractérisé en ce que 'on ulilise des fragments Fab’'
d'un anticorps IgG de la sous-classe Il et I'on emploie un espaceur d'une longueur de 4 & 10 atomes
10 de C.

7. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on utilise comme
particules agglutinables des particules de latex auxquelles est liée par I'intermédiaire d'un composé
bifonctionnel une substance capable de se lier au constituant K.

75

8. Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que I'on prépare les particules agglutinables en
faisant réagir dans des conditions faiblement alcalines en solution aqueuse une substance capable de
se lier au constituant K avec un composé bifonctionne!l qui présente un groupe ester de N-hydroxysuc-
cinimide et un groupe arylazide, puis on sépare le composé bifonctionnel en excés, on ajoute un latex

N 20 A cette solution puis on irradie avec des photons et on forme ainsi la liaison au latex.

9. Procédé de préparation de conjugués consistant en un fragment Fab' d'un anticorps IgG et en un
constituant K, caractérisé en ce que I'on expose un fragment F(ab%)2 d'un anticorps de la classe G des
immunoglobulines & des conditions réductrices puis on le fait réagir avec le constituant K qui présente

25 un groupe fonctionnel convenant pour ia liaison ou qui a été transformé en dérivé de manitre
' appropriée par introduction d'un groupe fonctionnel, le.constituant K se liant par lintermédiaire du
groupe fonctionnel au groupe SH libre, formé lors de la réduction, du fragment Fab'.

kz 10. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que la formation de la liaison entre le fragment Fab'
30 et le constituant K se produit directement entre des groupes SH du fragment Fab' et le groupe
fonctionnel du constituant K ou par {'intermédiaire d'un espaceur.
11. Procédé selon la revendication 10, caraciérisé en ce que I'espaceur est un composé bifonctionnel, un
groupe fonctionnel étant capable de se lier 4 un groupe SH du fragment Fab' et le second groupe
35 fonctionne!, qui peut 8tre identique ou différent, pouvant engager une liaison covalente avec le
constituant K.

. 12. Procédé selon la revendication 10 ou 11, caractérisé en ce que le fragment Fab' provient d'un
\ s anticorps de la sous-classe | des IgG et I'espaceur présente une longusur de chaie de 4 4 16 atomes.

13. Procédé selon la revendication 10 ou 11, caractérisé en ce que lo fragment Fab’ provient d'un
anticorps de la sous-classe Il des IgG et 'espaceur présente une longueur de chaine de 4 & 10 atomes
de C.
45 14. Procédé selon I'une des revendications 9 & 13, caractérisé en ce que le constituant K est un hapténe.

18. Procédé selon l'une des revendications 9 & 14, caractérisé en ce que le constituant K est la biotine.

16. Utilisation de conjugués selon I'une des revendications 9 2 15 dans un immunodosage homogéne dans
50 lequel aucune séparation n'a lisu entre le marqueur lié et le marqueur non lié.

&85

15



