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Beschrelbung 

Dio Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung einer spezifisch bindetahigen Proteinsubstanz nach 

dem Pr irvip des Immunoassay, wobei einer der Partner des rniteinander spezifisch bindeflihigen Substanz-

5 paaros fostphasengebunden vorliegt, sowie ein dazu geeignetes Tragermaterial. 

Zur Bestimmung einer spezifisch bindefahigen Substanz bedient man sich haufig Verfahren nach dem 

Prinzip dos Immunoassay. Dabei wird einer der Partner eines spezifisch miteinander bindetahigen Sub­

stanzpaar os rnit dem tor ihn spezifischen Rezeptor, der in an sich bekannter Weise markiert ist, umgesetzt. 

Oas Kn11jugat aus diesen beiden Substanzen kann dann noch mit einem Rezeptor, der fUr das Konjugat 

rn odor oinos der beiden Teile des Konjugats spezifisch ist, umgesetzt warden. Fi.ir diese immunologischen 

Verfal11011 gibt es viele Variationen. Vorteilhaft ist es dabei, wenn einer der Rezeptoren an eine Festphase 

gebundo11 vorliegt. Dies erleichtert die Trennung von gebunden und nicht gebunden vorliegenden Reak­

tionspartnern. Zur Bestimmung der spezifisch bindetahigen Substanz wird dann die Menge an an der 

Festphaso gebundenem markiertem Reaktionspartner oder an in der Losung vorliegendem markiertem 

rr. Reaktionspartner gemessen und zu der Menge an zu bestimmendem Reaktionspartner in an sich bekannter 

Weise in Beziehung gesetzt. 
Als Festphase warden bei den immunologischen Verfahren i.iblicherweise Kunststoffrohrchen oder 

Mikrotitorplatten, an deren lnnenoberflache der Reaktionspartner fixiert ist, oder Kugeln, an deren Aullen­

oberflikho der Reaktionspartner fixiert ist, verwendet. Diese Kunststoffrohrchen, Mikrotiterplatten oder 

o Kugoln bostehen i.iblicherweise aus relativ inertem Kunststoffmaterial, so dall die Bindung des Reaktions­

partnors Schwierigkeiten bereitet. Daruberhinaus mull die Bindung des spezifischen Reaktionspartners an 

die jowoilige Oberflache so erfolgen, dall er nicht die Fahigkeit zur spezifischen Bindung der tor ihn 

spo7ilb:h bindefi:ihigen Substanz verliort. Aus diesem Grunde erfolgt die Bindung des Reaktionspartners an 

dio Fostphase meistens adsorptiv. Es wurde daher schon vorgeschlagen, die Fixierung des Reaktionspart-

25 nors an die Festphase Ober ein Kupplungsmittel, das die Bindung vermittelt, zu bewirken. Dabei mu/3 auch 

wieder darauf geachtet warden, dall die Bindung des Reaktionspartners an das Bindungsmittel nicht die 

spezilisch reagierende Region des Moleki.ils zerstort bzw. da/3 der Reaktionspartner so gebunden wird, da/3 

soi no 1 onktive Stelle von der Festphase weg dem Bindungspartner zugewandt ist. Weiterhin wird in DE-OS 

25 33 10 t vorgeschlagen, um eine bessere Bindung zu erzielen, die einzelnen immunologisch wirksamen 

30 Proteino zu vernetzen und dann an Polystyrolkugeln zu adsorbieren. Als weitere Moglichkeit ist in dieser 

Litoraturstelle angegeben, gleichzeitig mil dem Protein mit immunologischen Eigenschaften ein inertes 

Protein z11 vernetzen, so dall ein vernetztes Produkt aus inertem und aktivem Protein entsteht, das dann 

wied~mnn an Polystyrolki.igelchen adsorbiert wird. Diese Art der Vernetzung fUhrt jedoch in Abhangigkeit 

von don gowahlten Reaktionsbedingungen zu unterschiedlichen, nicht reproduzierbaren Vernetzungen mit 

35 schwankenden Anteilen an nicht vernetztem sowie unloslich gewordenem Protein. Durch den unterschiedli­

chen Vernetzungsgrad entstehen zudem Produkte mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften. Ein ahnli­

clies Vmfahren ist in der EP-A 1 122 209 beschrieben und weist auch die gleichen Nachteile auf. All diese 

bekannton Verfahren befriedigen somit noch nicht, fUhren noch zu keiner optimalen Haftung der spezifisch 

bindetahiqen Substanz und sind fUr die reproduzierbare Herstellung von beschichteten Festphasen wenig 

40 geeignnt. 
Zinl dor Erfindung war es daher, ein Verfahren zu schaffen, das die Haftung der spezifisch bindefahigen 

Subst;:in,- ;:in der Festphase reproduzierbar verbessert und ein dazu geeignetes Tragermaterial zur VerfU­

gunq stollt. Da bei vielen immunologischen Verfahren unter Detergenzienzusatz gearbeitet wird, um 

Tri.ibu114011 zu vermeiden, war es aullerdem Ziel der Erfindung, die Haftung so weit zu verbessern, da/3 auch 

4!i IJei A11wosonheit von Detergenzien sich die gebundene, spezifisch bindetahige Substanz nicht ablest. 

Dinses Ziel wird erreicht durch ein Verfahren zur Herstellung einer an ein unlosliches Tragermaterial 

gebunrkmon. spezifisch bindefahigen Proteinsubstanz, insbesondere Wr die Verwendung in einem hetero­

yonon /\11alysenverfahren, nach dem Prinzip des Immunoassay, das dadurch gekennzeichnet ist, da/3 man 

oin li:isliches Protein mit einem Molekulargewicht Uber etwa 500.000, welches hydrophober als die 

so spozilisch bindefahige Proteinsubstanz ist, an die spezifisch bindetahige Substanz kuppelt und dann das 

Konjuyat aus Reaktionspartner und Protein an eine hydrophobe Festphase adsorbiert. 

Oie auf diese Weise festphasenfixierte spezifisch bindetahige Substanz zeigt eine verbesserte Haftung. 

Oie Bi11dung ist auch gegeni.iber Detergenzien stabil. Bei der Erstellung von Eichkurven, die zur Auswertung 

bei vielon immunologischen Verfahren notwendig sind, liefert die erfindungsgema/3 festphasengebundene 

55 spezilisd1 bindefahige Substanz steilere Eichkurven, was zu einer Erhohung der Genauigkeit fUhrt. 

Als woiterer Vorteil des erfindungsgema/3en Verfahrens ist es moglich, die gebundene Menge genauer 

zu ko11trollieren. Da die Haftung bedeutend besser isl als bei bisher bekannten Verfahren, ist ferner die 

Menge an spezifischem Protein, die eingesetzt warden mull, geringer. 
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lm Auswahl von erfindungsgematl geeigneten loslichen Proteinen muB das Molekulargewicht sowie die 

Hyd1 ophobizitat im Vergleich zu dem entsprechenden Wert fOr die spezifisch bindefahige Substanz 

ermittolt warden. Das Molekulargewicht wird nach den dem Fachmann bekannten Methoden ermittelt. 

Ein Vergleich der Hydrophobizitat zwischen loslichem Protein und spezifisch bindefahiger Substanz 

5 kan11 ebenfalls nach den dem Fachmann gelaufigen Methoden erfolgen. Geeignete Methoden sind bei­

spielsweise der Vergleich 
- der Fluoreszenzloschung nach Bindung an Farbstoffe (Biochem. Biophys. Acta 624, (1980), 13-20 

- des Elutionsverhaltens bei der hydrophoben Chromatographie (Biochem. Biophys. Acta, 576 (1979), 

:m9-279) 
10 - der Oberflachenspannung (Biochem. Biophys. Acta 670 (1981), 64-73) 

der Retentionszeiten bei Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC) (Angew. Chemie 98 (1986) 

5:30-548, J. chromat. 296 (1984) 107-114, Anal. Biochem. 137, (1984) 464-472). -

Ein Vergleich der Hydrophobizitat von erfindungsgemaB geeigneten Substanzen findet sich in Sep. Sci. 

Tecluwl. 14, 305-317 (1979). Danach steigt die Hydrophobizitat z. B. in folgender Reihe an: 

rri rr-:,-Macrogiobulin (MG 820.000) 

Rinr:lorserumalbumin/Humanserumalbumin (MG - 70.000) 

Eialbumin 
11;• HS-Glycoprotein (MG -49.000) 

ti,,.'/I, rGlobulin 
20 hrnnunglobulin (MG -150.000) 

Trnnslerrin (MG -90.000) 
Wi1d also als spezifisch bindefi:ihige Substanz ein lmmunglobulin verwendet, sind beispielsweise 

Humm1serumalbumin oder a 2 HS-Glycoprotein als losliche Proteine im Sinne der Erfindung ohne weitere 

VorlJehandlung nicht geeignet. 

25 Boicle Proteine mUssen hier sowohl einer Hydrophobisierung als auch einer Erhohung des Molekularge-

wichts unterworfen werden. Bei Transferrin genUgt in diesem Fall eine Vernetzung, bei a 2-Macroglobulin ist 

cino Hydrophobisierung ausreichend. 
Pr oteine, die zur Kupplung mit lmmunglobulin als spezifisch bindefi:ihiger Substanz ohne Vorbehand­

luny qeeignet sind, sind beispielsweise 13-Lipoproteine (MG ca. 3,2 Mio.) oder a 2-Lipoprotein (MG ca. 5-20 

:w Mio.) 
Dio Hydrophobisierung kann beispielsweise durch Anwendung von Hitze, Behandlung mit Sauren, 

denaturierenden Agentien und/oder chaotropen lonen und/oder durch chemische Kupplung mit einer 

hyd1ophoben Verbindung erfolgen. 

Die Erhohung des Molekulargewichts kann beispielsweise durch Anwendung von Hitze, Behandlung mit 

35 Samcn, denaturierenden Agentien und/oder chaotropen lonen und/oder durch Vernetzung mit einem bi­

oder polyfunktionellen Proteinreagenz erfolgen. 

Die Behandlung wird so lange durchgefOhrt, bis ein Proteinpolymeres mit einem Molekulargewicht von 

500.000 oder mehr erhalten wird. Besonders bevorzugt ist es, ein Proteinpolymeres mit einem Molekularge­

wicllt von 500.000 bis 20 Mio. zu verwenden. 

10 Die Hydrophobisierung kann dann, wenn auch eine Vernetzung erfolgen soll, vor, wahrend oder nach 

dor Vnmetzung, jedoch nicht in Gegenwart der spezifisch bindefahigen Substanz, vorgenommen werden. 

lur Hydrophobisierung durch Erhitzen werden Ublicherweise Temperaturen von 40 bis 95 • C in einem 

Zeitr<ium von 1 min bis 10 Stunden angewendet, wie beispielsweise in Biochem. Biophys. Acta 624 (1980) 

13-?0 heschrieben . 

• 11; /\Is Sauren warden beispielsweise Essigsaure, Propionsaure, Milchsaure oder Salzsaure angewendet. 

Oblid1e Konzentrationen sind 1 bis 100 mmol/I Einwirkzeiten von 10 min bis 16 Stunden. 

Uooignete chaotrope lonen sind beispielsweise Thiocyanate, Jodide, Fluoride, Bromide. Perchlorate und 

Sullatu. Geeignete denaturierende Agentien sind beispielsweise Guanidinhydrochlorid oder Harnstoff. Obli­

chrnwoise warden hier Konzentrationen von 10 mmol/I bis 6 mol/I angewendet. 

i;o 7-ur Derivatisierung mit hydrophoben Verbindungen werden vorzugsweise losliche Fettsauren, Lipoide in 

niodrn -oder hochmolekularer Form sowie synthetische Polymere, wie Polypropylenglykol oder losliche 

Copolyrnere von Polystyrol eingesetzt. Die Derivatisierung erfolgt nach den dem Fachmann gelaufigen 

Molhorlon. 
Uio Vernetzung Uber bi- oder polyfunktionelle Verbindungen wird mit an sich bekannten Proteinbin-

55 dungsreagenzien durchgefUhrt. Dies sind Verbindungen, die mindestens zwei funktionelle Gruppen tragen, 

die qleich oder verschieden sein konnen und die Uber diese funktionellen Gruppen mit funktionellen 

Gruppen von Proteinen reagieren konnen. Bevorzugt werden Verbindungen verwendet, die aus einer 

Alkylkotte bestehen, an deren Enden sich Succinimid-, Maleinimid- und/oder Aldehydgruppen befinden. 
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Das Protein wird mit der bi- oder polyfunktionellen Verbindung in an sich bekannter Weise vernetzt, 
irrdern I.las losliche Protein und die bi- oder polyfunktionelle Verbindung umgesetzt warden. 

Bovorzugt warden zur Hydrophobisierung und/oder Vernetzung Proteine mit einem Molekulargewicht 
von 1 !J.000 bis 700.000 verwendet. Besonders bevorzugt wird Rinderserumalbumin, Lipase oder lmmun--y-

5 Globulin. 
An das Protein wird dann in an sich bekannter Weise die zu bindende spezifisch bindetahige 

Proteinsubstanz gekuppelt. Geeignete Kupplungsmethoden sind z. 8. in Ishikawa, J. Immunoassay, 4, 209-
327 ( 1983) beschrieben. Als spezifisch bindetahige Substanzen sind Proteine wie beispielsweise Antikorper, 
Antikiirpnrlragmente, Antigene oder Haptene geeignet. 

10 Dm; orhaltene Konjugat aus spezifisch bindetahiger Proteinsubstanz und Protein wird dann adsorptiv an 
der als r nstphase dienenden Kunststoffoberflache adsorbiert. Die adsorptive Bindung an die Festphase 
erfolgl Ober starke und schwache Wechselwirkungen, hydrophobe Krafte, Dipol-Dipol- oder lonen-Dipol­
lntoraklionon. Als hydrophobe Festphase geeignet sind Tragennaterialien mit einer Oberflachenspannung, 
die kloinor als die Oberflachenspannung des hydrophoben loslichen Proteins ist, d.h. hydrophober sind als 

r5 Protain. Acvorzugt warden Tragermaterialien mit einer Oberflachenspannung < 40 erg/cm2 eingesetzt. 
IJesorrdrns geeignet sind Polystyrol, Polymethacrylat, Teflon, Polyamid, Copolymere aus Styrol und Acrylni­
tril, Gins und Celluloseprodukte. Sie konnen in beliebiger Form vorliegen, z.8. als Film, Platte, Pulver, 
Ki:imdion oder Faservlies, bevorzugt als Glasfaservlies oder Vlies aus Cellulose-/Celluloseesterfaser und 
Polyrrn nisatfaser. 

11 ltyd1ophobisierte Proteine zeigen eine besonders gute adsorptive 8indung. Mi:iglicherweise werden 
durch diP. Hydrophobisierung intramolekulare 8rUckenbindungen des Proteins geoffnet, so daB hydrophobe 
ToilP. !Ins Proteins an die Oberflache gelangen und dort besser an der hydrophoben Kunststoffoberflache 
hafton. als die hydrophilen Teile, die im nicht hydrophobisierten Protein in erster Linie an der Oberflache zu 
finclo11 sind. 

:>5 Das orfindungsgemane Verfahren eignet sich tor die Bestimmung einer spezifisch bindefahigen Sub-
stanz. /\Is Substanzpaare, von denen ein Reaktionspartner an die Festphase gebunden vorliegt, sind 
beispinlsweise geeignet Antigen-Antikorper; Hapten-Antikorper und andere spezifisch miteinander zur 
Bindu11q liefahigte Proteine, wie insbesondere das System Streptavidin bzw. Avidin und Biotin, welches 
bovorwql wird. 

30 Bevrn clas Konjugat aus Protein und spezifisch bindetahiger Substanz an die hydrophobe Festphase 
adsorbirn I wird, ist es auch moglich, die Festphase physikafisch oder chemisch vorzubehandefn. So kann 
boispinlswoise eine Kunststoffoberflache vorgequollen warden oder in anderer an sich bekannter Weise 
aktivirn I werden. 

Das nrfindungsgemaBe Tragermaterial zur Verwendung bei Festphasen-lmmunoassays ist dadurch 
35 yeke1111.<eidmet, dafJ es aus einer hydrophoben Festphase besteht. an die ein Protein mil einem Molekular­

gewichl von Uber etwa 500.000 adsorbiert ist, an das eine spezifisch bindetahige Substanz gebunden ist. 
Dioses Tragermaterial eignet sich ausgezeichnet zur Verwendung tor Festphasen-lmmunoassays, da 

die spo;jfisch bindetahige Substanz sehr gut haftet und auch bei Zusatz von Detergenzien nicht desorbiert. 
Das Tragerrnaterial liegt beispielsweise in Form von Rohrchen, Mikrotiterplatten oder Kugeln vor, die 

•IO 1Jeschid1lfll sind mit einem vernetzten Protein, an das eine spezifisch bindetahige Substanz gebunden isl. 
/\11 din Festphase isl ein Konjugat, bestehend aus einem vernetzten Protein und einer spezifisch 

binclefi:ihinen Substanz adsorbiert. Das Protein ist bevorzugt Rinderserumalbumin, Lipase oder ein lmmun­
rGlobulin, das in der angegebenen Weise vernetzt wurde. 

ErfindungsgemaB wird ein Verfahren und ein Tragermaterial zur Vertogung gestellt, um eine spezifisch 
41; bi11rlnliihiqo Substanz mit guter Haftung und dauerhaft an eine hydrophobe Festphase zu fixieren. Die 

Haftunu konnte so wait verbessert werden, daB auch ein Zusatz von Detergenzien nicht zu einer Ablosung 
dei Sul•stnnz tohrt. Das erfindungsgemal.le Verfahren ist einfach durchzutohren. 

Dio Erfindung wird durch Beispiele in Verbindung mil der Zeichnung erlautert. In dieser stellen dar: 
Fi~J. I eine Eichkurve tor eine TSH-Bestimmung unter Verwendung von Fab<TSH> unvernetzt (Kurve 

50 1 ), 

Fiy. 2 

Fab<TSH> vernetzt (Kurve 2), 

Konjugat Fab<TSH>/~-Gal (Kurve 3), 
Konjugat Fab<TSH>/Thermo-RSA (Kurve 4) in Luran ®-Rohrchen 
eine Eichkurve fUr eine TSH·Bestirnmung unter Verwendung von immobifisiertem Streptavidin 
und biotinyliertem Ak<TSH> 
Steptavidin unvernetzt (Kurve 1 ), 

Streptavidin vernetzt (Kurve 2), 
Streptavidin/~-Gal-Konjugal (Kurve 3), 
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Streptavidin/RSA-Konjugat (Kurve 4), 
Streptavidin/Thermo-RSA-Konjugat (Kurve 5), 
Streptavidin/Thermo-RSA-Konjugat (Kurve 6). 
Kurve 1 bis 5 jeweils Luran ®-Rohrchen als Festphase, Kurve 6 Polystyrol-Rohrchen als 

Festphase 
eine Eichkurve fUr einen T3-Test 
eine Eichkurve fUr einen HBs AG-Test 

Binduny von Fab-Fragmenten eines monoklonalen Antikorpers gegen TSH an Polystyrolrohrchen 

a) Herstellung von Fab-Fragmente (Fab<TSH>) 
Monoklonale Antikorper (MAK<TSH>) werden nach der von Galfre und Millstein beschriebenen Methode 

15 (Meth. in Enzymology 73 (1981)) gewonnen. Zur weiteren Reinigung wird die AscitesflUssigkeit einer 

Ammoniumsulfatfallung und einer Passage Uber DEAE-Cellulose® unterworfen. 

/\nschlie/3end wird nach Biochem. Y. 73 (1959) 119-126 eine Papainspaltung durchgefUhrt. Die hierbei 

onlslandenen Fab-Fragmente werden von den nichtverdauten lgG-Moleki.ilen und den Fc-Fragmenten 

rnittols Gelfiltration Uber Sephadex G 100® und lonenaustauscherchromatographie Uber DEAE-Cellulose® 

20 mwh Meth. in Enzymology 73 (1981) 418-459 abgetrennt. 
11) Vornetzung der Fab-Fragmente ohne Proteinzusatz (Vergleich) 

50 mg Fab-Fragmente warden in 2 ml 0,05 mol/I Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) gelost und 0,4 ml 

Disuccinimidylsuberat (Hersteller Pierce), gelost in Dioxan (7,4 mg/ml), unter RUhren zugegeben. Nach 2 

Sh n1den lnkubation bei 25 • C wird durch Zugabe von 0,2 ml 0, 1 mol/I Lysinhydrochlorid die Reaktion 

25 al>qnbrochen. Der Reaktionsansatz wird mit 0,2 ml Kaliumphosphatpuffer (s. o.) verdUnnt und zentrifu­

qio1 t. Der Oberstand wird Uber eine Ultrogel® AcA 202-Saule (LKB, Grafelfing/BRD) entsalzt, wobei 11,3 

ml rnit 45 mg Protein erhalten warden. Ein Tail dieses Praparates wird an einer Superose ®-6-Saule 

(Dm1tsche Pharmacia GmbH) bei 0,5 ml/min Durchflu/3rate in 0,05 mol/I Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 

hnktioniert und die Fraktion mit Molekulargewicht ca. 500.000 - 5 Mio. weiterverwendet. 

:io c) Vornetzung der Fab-Fragmente mil unbehandeltem y-Globulin (Vergleich) 

Fal>-Fragmente und y-Globulin aus Rind (Serva, Heidelberg/BAD) warden im Massenverhaltnis 1 :1 

vrn mischt. Die Vernetzung wird, wie unter b) beschrieben, durchgefUhrt. 

d) Bindung von Fab-Fragmenten an vorvernetztes y-Globulin (erfindungsgema/3) 

1,25 g y-Globulin warden in 10 ml 0,05 mol/I Kaliumphosphatpuffer, pH 7,8, gelost und in einer Sorvall-

35 KUhlzentrifuge 10 min bei 5.000 UpM blankzentrifugiert. Zu dieser Losung warden 1,75 ml Disuccinimi­

dylsuberat zugesetzt und mit 2,5 ml Wasser verdUnnt. Nach 4 Stunden RUhren bei 25 • C werden 10 ml 

0. 1 rnol/I Lysin zugesetzt und der pH-Wert auf 6,8 eingestellt und zentrifugiert. Der Oberstand wird an 

fline1 praparativen Gelfiltrationssaule (TSK 3000, LKB Grafelfing/BRD) abgetrennt, Uber Ultrafiltration 

oingeengt und bei 4 • C aufbewahrt. 
.-io 50 mg dieses vernetzten y-Globulins werden in 5 ml 0,05 mol/l Kaliumphosphatpuffer gelost und der pH­

Wort durch Zugabe von festem Natriumcarbonat auf 9,5 eingestellt. Dann werden 50 mg N-Acetylhomo­

cystointhiolacton (Serva, Heidelberg/BAD) zugegeben und 5 Stunden bei 25 • C unter Stickstoffbegasung 

401Uhrt. Der Ansatz wird anschlie/3end entsalzt Uber eine Ultrogel ® AcA 202-Saule in einem Puffer aus 

0.1 mol/I Kaliumphosphat (pH 7,0) 0,001 mol/I Magnesiumchlorid und 0,05 mol/I Natriumchlorid . 

• 11; Nnch a) hergestellte Fab-Fragmente (10 mg in 1 ml 0,01 mol/1 Kaliumphosphatpuffer pH 7,0) warden mit 

0.002 ml Maleinimidohexanoyl-N-hydroxysuccinimidester (Boehringer Mannheim GmbH) in DMSO (33 

mu/ml) 2 Stunden bei 25 • C aktiviert, anschlie/3end wird zentrifugiert und Uber eine AcA 202-Saule 

011\salzt. 
Dioso Fragmente warden anschlie/3end mit dam y-Globulin vereinigt (Massenverhaltnis der Proteine 1 :1) 

50 uncl I Stunde bei 25 • C und pH 7,0 inkubiert. Anschlie/3end wird gegen entsalztes Wasser Uber Nacht 

I 1oi 4 • C und einer Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml dialysiert. 

Diesos Konjugat kann direkt zur Adsorption an eine Festphase verwendet warden. 

o) Herstellung von Fab-Fragmenten gekoppelt an Thermo-RSA (Rinderserumalbumin; erfindungsgema/3) 

Horstellung von Thermo-RSA (Rinderserumalbumin): 1 g RSA-I warden in 100 ml 50 mmol/I Kaliumphos-

r.r. phat (pH 7,0) gelost, auf 70 • C erhitzt und 4 Stunden unter leichtem RUhren bei dieser Temperatur 

yohalten. Die Losung wird abgekUhlt, filtriert und in einer Ultrafiltrationszelle (Ausschlu/3grenze: 30.000 

Ualton) auf eine Konzentration von 50 mg/ml eingestellt. Anschlie/3end wird gegen das 30fache Volumen 

an l>idest. H2 0 dialysiert und anschlie/3end lyophilisiert. Das Produkt hat ein Molekulargewicht von ca. 
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700.000. 
Var Kupplung an die Fab-Fragmente wird Thermo-RSA aktiviert. Hierzu werden 68 mg Thermo-RSA in 2 

ml 0.1 rnol/I Kaliumphosphat (pH 7,8) gelost und langsam mit einer Losung von 3,8 mg S-Acetylmercap­

tobemsteinsaureanhydrid (SAMBA) versetzt. Nach 3 Stunden Reaktionszeit wird gegen 2 I 50 mmol/I 

s Kaliumphosphat (pH 6,5) bei 4 • C dialysiert. Dieses Thermo-RSA wird mit den nach d) aktivierten Fab­

Fra41nm1ten im Massenverhaltnis 1 :1 1 Stunde bei 25 • C und pH 7,0 inkubiert, anschlie/Jend gegen 

ontsnlztos Wasser Uber Nacht bei 4 • C und einer Proteinkonzentration von 2,5 mg/ml dialysiert. 

Diesm; Produkt wird direkt zur Beschichtung eingesetzt. 

f) Hrn slollung von an ,8-Galactosidase gekuppelten Fab-Fragmenten (erfindungsgema/3) 

10 Fab-Fragmente warden, wie in d) beschrieben, aktiviert und an die SH-Gruppen von ,8-Galactosidase 

nad1 ,I. Immunoassay 4 (1983) 209-327 gekuppelt. Die eingesetzte ,8-Galactosidase hat hierbei ein 

Moltikulargewicht von 500.000 bis 2 Mio. 

Zu nirmm weiteren Versuch wurde vernetzte ,8-Galactosidase (MG - 5 Mio.) eingesetzt. 

g) Holaclung von Polystyrolrohrchen mil Fab-Fragmenten bzw. deren Konjugaten 

1r. 50 mq eines Lyophilisats des Fab-Fragments bzw. des Konjugats warden in 10 ml bidest. Wasser gelost. 

I ml dieser Losung wird in 1.000 ml eines Beladungspuffers aus 5,25 g/I Natriumdihydrogenphosphat 

um.I I y/I Natriumazid verdUnnt und 30 min bei Raumtemperatur gerUhrt. 

In jodns Rohrchen Polystyrol bzw. Luran ® (Hersteller BASF) warden 1,5 ml der Losung gefUllt und Uber 

Nachl (ca. 22 Stunden) beladen. Danach werden die Rohrchen vollstandig entleert und der nachstehend 

u bosdniobene Funktionstest durchgefUhrt. 

h) runktionstest Uber TSH-Bestimmung 

Din 11ad1 g beschichleten Polystyrol- bzw. Luran ® -Rohrchen warden in einem TSH-Bestimmungsrea­

yerv analog TSH-Enzymun ® -Test (Boehringer Mannheim GmbH, Best.-Nr. 736 082) eingesetzl und 

oinn Eir.hkurve enlsprechend der Teslvorschrift vermessen. Hierbei ergeben sich die in Tabelle 1 bzw. 

25 Fiq 1 dargestellten Me/Jwerte. 

Es ;'.eiqt sich (Fig. 1 ), da/3 mil Fab-Fragmenten, welche ohne Proteinzusalz immobilisiert wurden, nur 

eino selu flache Eichkurve erhalten werden kann (Kurven 1 und 2). Durch Kupplung an Proteine mit 

flinnm Molekulargewicht unter 500.000 und geringer Hydrophobizital isl die Eichkurve sleiler (Kurve 3). 

Allordings konnen immer noch keine befriedigenden Ergebnisse erreicht werden. Mil den erfindungsge-

30 mafJ horgeslellten Konjugaten kann dagegen eine ausreichend steile Eichkurve erreichl warden (Kurve 

4). 

35 
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T a b e 1 1 e 1 

Standardwerte flir verschiedene Fab(TSH)-Konjugate 

MeBsignal von TSH-
Standards in mE/ml 

Hydropho- ~lekular-
bizitat des gew. des 

uU TSHl) 12 ,5 uU TSH~) Konjugat* Proteins** Proteins 0,1 

Fab(TSH) 102 107 

Fab(TSf{) 
vernetzt 
ohne Protein 126 134 
(Bsp. lb) 

Fab(TSH)/B-Gal 39,6 500.000 110 260 
(Bsp. lf) 

Fab(TSH)/B-Gal 40,2 5 Mio 110 260 
vernetzt 
(Bsp. lf) 

Fab(TSH)/ 
/"-Globulin 32,0 150.000 117 253 
(Bsp. le) 

Fab(TSH>/ nicht 
(-Globulin eluier- )5 Mio 75 480 
(Bsp. ld) bar 

* Gesamtproteinrrenge bei Adsorption: 1,5 ml mit 5 ug/ml Protein 
pro ROhrchen 

** T !Jni.rfl vgl. Beispiel 3 
1) n~edrigster Wert einer Messkurve (sollte irOgl. niedrig sein) 
2) h6chster Werkt einer Messkurve (sollte m(;glichst hoch sein) 

Belsplel 2 

hmnobilisierung von Streptavidin 

<1) Herstellung von vernetztem Streptavidin 
Stroptavidin (Hersteller: Boehringer Mannheim GmbH) wird analog Beispiel 1 b vernetzt. 

!i5 IJ) Herstellung von Streptavidin gebunden an RSA bzw . .B-Galactosidase 
Dio Bindung an nichtvernetztes RSA bzw . .B-Galactosidase erfolgt analog Beispiel 1f. 
c) Herstellung von Streptavidin gekuppelt an Thermo-RSA 
Ak1ivierung von Streptavidin: 

7 
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60 11111 Streptavidin werden in 6 ml 50 mmol/I Kaliumphosphat/100 mmol/I Natriumchlorid (pH 7,0) gelost 

und boi 4 • C kaltgestellt. 6, 16 mg Maleinimidohexanoyl-N-hydroxysuccinimidester werden in 620 ul 

Dioxan gelost und in die Streptavidinlosung eingerUhrt. Nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden bei 4 • C 

wi1d ~1ngen 2mal 11 50 mmol/I Kaliumphosphat/100 mmol/I Natriumchlorid (pH 5) bei 4 • C dialysiert. 

5 Horstollung eines Konjugats aus Streplavidin und Thermo-RSA: 
66 mq Streptavidin in 1 O ml 50 mmol/I Kaliumphosphat pH 5,0 und 100 mmol/I Natriumchlorid gelost und 

72 rnq aktiviertes Thermo-RSA-SAMBA (Herstellung nach Beispiel 1 e)) in 5 ml 50 mmol/I 

Kaliurnphosphat/100 mmol/I Natriumchlorid pH 6,5 warden zugegeben. Nach Vermischen werden 50 ul 1 

rnolil Hydroxylamin pH 7,0 zugegeben, urn die Reaktion zu stoppen. Nach 3 Stunden wird das 

10 Reaktionsprodukt Uber Gelchromatographie (Superose ® 6, 50 rnmol/I Kaliurnphosphat/100 rnrnol/I 

Natri11rnchlorid pH 7,5) aufgereinigt. Es wird ein Konjugat mit einem Molekulargewicht zwischen 1 und 5 

Miu. erhalten. 
d) 1:3eladung von Polystyrol- bzw. Luran ® -Rohrchen mit Streptavidin bzw. Streptavidinkonjugat 

Die Boladung erfolgt, wie in Beispiel 1 g) beschrieben. 
Iii e) Mossung von Standardwerten Uber eine TSH-Bestimmung 

Die nach d) beladenen Rohrchen werden in einem TSH-Enzymun ® -Test-Reagenz (4fache Konjugatakti­

vitat) eingesetzt. In Abweichung von der dort beschriebenen Prozedur wird jedoch anstelle des irnmobili­

sierton Antikorpers ein biotinylierter MAK<TSH> verwendet. Die Herstellung dieses biotinylierten MAK's 

orfulqt nach JAGS 100 (1978) 3585-3590. Der Antikorper wird irn Test in einer Konzentration von 400 ng 

11 pro fostrohrchen zusarnmen rnit den anderen Reagenzien eingesetzt. 

2G 

Die Ergebnisse zeigt Fig. 2. Daraus ist zu ersehen, dal3 rnit zunehrnendem Molekulargewicht und 

steiqonder Hydrophobizitat die Steigung der Eichkurve und darnit die erzielbare Genauigkeit zunirnrnt. 

Belspiel 3 

Mil 1len erfindungsgemal3 beladenen Rohrchen wurde ein T3-Test durchgefiihrt. Dazu wurden 200 ul 

Probe l>zw. Standardlosung zusarnmen rnit 500 ul eines polyklonalen Antikorperkonjugates gegen T3, das 

rnit POD rnarkiert war, in einern Rohrchen, das mil Streptavidin gekuppelt an Thermo-RSA beschichtet war, 

vorinkubiort. Nach 5 Minuten warden 400 ng in bekannter Weise biotinyliertes polymerisiertes T3 in 500 ul 

30 Puffer 30 Minuten lang inkubiert. Als Puffer wurde eine Losung von Natriumhydrogenphosphat mit einem 

pH von 8.65, die 0,20 % RSA und 0,04 % 8-Anilino-1-Naphthalinsulfonsaure (ANS) enthielt, verwendet. 

Nach der lnkubation wurde dreimal gewaschen und anschliel3end 1 ml ABTS-Substratlosung zugegeben. 

Nach weiteren 30 Minuten lnkubation wurde dann bei 405 nm am Photometer gemessen. Die MeBwerte 

sind elm in Fig. 3 dargestellten Kurve zu entnehmen. 
35 

Belsplel 4 

Mit don erfindungsgema{3 beschichteten Rohrchen wurde ein HBsAg-Test durchgefiihrl. Dazu wurden in 

ein gerni:i.8 Beispiel 1g) beschichtetes Rohrchen gleichzeitig 400 ng biotinylierter rnonoklonaler Antikorper 

40 gegen Hl:3s-Antigen und 50 mU desselben Antikorpers, die mit POD markiert waren, gelost in 1 ml Puffer 

derselben Zusamrnensetzung, wie irn Beispiel 3 beschreiben, gegeben, zusarnmen mit 200 ul Standardlo­

sung. /\Is Standardlosung wurde einmal aufgereinigtes HBsAg Subtype ay und einrnal aufgereinigtes 

HBsAq Subtype ad gegeben. Es wurde dann vier Stunden bei Raumternperatur inkubiert. Nach dreirnaligern 

Waschnn der Rohrchen wurde 1 ml ABTS-Substratlosung zugegeben. Nach 20 Minuten war die Reaktion 

1!; irn wHs1mtlichen beendet und die Extinktion wurde bei 405 nm am Photometer gernessen. Die Mel3werte 

sind drn Fig. 4 zu entnehmen, wobei die durchgezogene Kurve die Werle fiir HBsAg Subtype ad wiedergibt 

und clio qestrichelte Kurve die Werte fiir HBsAg Subtype ay. 

50 

Beisplel 5 

Es w1 irde die Ablosung der erfindungsgerni:il3 beschichteten Rohrchen mit nach bekannten Verfahren 

beschid1teten Rohrchen verglichen. Dazu wurden einmal Rohrchen mit 1,5 ml einer Streptavidin-Thermo 

RSA-Liisung (4 ug/rnl) in 40 rnM Natriurnhydrogenphosphatpuffer, pH 7,4, bei 20 • C 18 bis 24 Stunden 

belaclen. Nach Aussaugen der Rohrchen erfolgte eine Nachbeladung mil 1,8 ml 2%iger Saccharoselosung, 

ss die 0.9 % Natriurnchlorid und 0,3 % RSA enthielt. Die Nachbeladung erfolgte 30 Minuten lang bei 20 • C. 

AnschlioBend warden die Rohrchen 24 Stunden lang bei 20 • C und 40 % relativer Feuchte getrocknet. 

Dieso Rlihrchen sind tor die Durchfiihrung von Tests einsatzbereit. Weiterhin wurden in an sich bekannter 

Weise Rohrchen mit reinem Streptavidin beladen. Mit diesen Rohrchen wurde das Ablosungsverhalten bei 

8 
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Zrn onzymatischen Bestimmung der prozentualen Ablosung warden die beschichteten Rohrchen mil 50 

mmol/I KaHumphosphatpuffer, pH 7,0, dem Detergens gematl Tabelle II zugesetzt wurde, bei den Bedingun­

yen yomii/3 Tabelle II inkubiert. 
Anschlio/3end wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, mit o.g. Puffer gewaschen und mit einem 

5 Konju~1a1 aus Biotin-POD (200 mU/ml POD Aktivitat), 1 Std bei Raumtemperatur inkubiert, gewaschen und 2 

ml AH lSc•>-Losung (Beispiel 7) zugegeben. Nach 1 Std. Substratreaktion wird die Extinktion bei 405 nm 

bestimrnl und hieraus die prozentuale Ablosung van Streptavidin bzw. Strepavidin-Thermo-RSA Uber eine 

Standard-Eichkurve ermittelt. 

10 Beispiel 6 

Bestimmung der Hydrophobizitat van Proteinen mil Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC) 

Din Hydrophobizitat von verschiedenen Verbindungen wurden mil einem FIUssigkeitschromatograph 

rr; (Hewlotl Packard 1090 LUSI) untersucht. Vorsaule war eine BioRad-Biogel ® TSK-Phenyl-5PW (L 5 mm x 

ID 4,6 mm), Saule: BioRad-Biogel ® TSK-Phenyl-5PW (L 75 mm x ID 7,5 mm, 10 um, 1.000 A). Als 

Dotektor wurde ein Hitachi F 1.000-Fluorimeter verwendet. 

Eluente111Gradient (Tabelle 3) 

" a) Ui mol/I (NH4)2S04·Losung in 1/100 mol/I KH2P04·Puffer, pH 6,8 

b) 1/IOO mol/I KH,,P04-Puffer, pH 6,8 

~ T a b e 1 1 e 3 

% A % B t/min 

30 

100 0 0 

100 0 5 
35 

0 100 30 Flow = 0,5 min 

0 100 5 

100 0 5 

40 100 0 5 

Arbeitslemperatur: 
Klihlraum. + 7 • C 

45 Probe11vrnbereitung: 
Die Probon wurden unverdlinnt eingesetzt. Das Probevolumen betrug 10 IJ.I. 

Din zu untersuchenden Verbindungen wurden in einer Konzentration van 0,2 bis 1,4 mg/ml in 10 mmol/I 

Kaliumphosphatpuffer pH 6,8 gelost. 
In labolle 4 sind die Retentionszeiten fUr verschiedene Proteine bzw. spezifisch bindeflihige Substan­

r.o zen zusrnrnnengestellt. Je llinger die Retenlionszeit, deslo gro/3er die Hydrophobizitat. 

10 
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T a b e 1 1 e 4 

Protein Retentionszeit tp (min) 

Fab TSH 

RSA 

f"-Globulin 

6-Galactosidase 

6-Galactosidase vernetzt 

Streptavidin 

Thermo-RSA (Bsp. le) 

(-Globulin, vernetzt 

(Bsp. la) 

41,5 

23,2 

32,0 

39,6 

40,2 

38,3 

nicht eluierbar 

nicht eluierbar 

Besonders geeignet sind die unter diesen Bedingungen 

nicht eluierbaren Proteine, die bevorzugt verwendet 

werden. Besonders bevorzugt wird Thermo-RSA. 

Besonders geeignet sind die unter diesen Bedingungen nicht eluierbaren Proteine, die bevorzugt 

verwendet werden. Besonders bevorzugt wird Thermo-RSA. 

Belspiel 7 

35 Adsorption von Thermo-RSA-Streptavidin an Glasfaservlies 

Ein Glasfaservlies (6 x 6 mm) wird im Aufsaugvolumen (ca. 30 ul) mit einer Losung von 30 ug/ml 

Thermo-RSA-Streptavidin (Herstellung Beispiel 2c) in 50 mMol/I Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 getrankt und 

bei 50 • C im Umluftschrank getrocknet. 
40 Zur Bestimmung der Biotin-Bindekapazitat wird der Streifen mit 30 ul eines Reagenzes, bestehend aus 

Konjugat aus Peroxidase (POD) und Biotin mit einer POD-Aktivitat von 50 mU/ml 

Biotinstandard mit den Konzentrationen 0,5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 1000 ng/ml Biotin 

getrankt und 2 Minuten inkubiert. Anschlie/lend wird einmal mit einem Uberschu/l an 50 mMol/I Kaliumphos­

phatp11ffer. pH 7,0 2 %o-Tween®-20 gewaschen und anschlie/lend in 2 ml ABTS-Losung 

45 100 mMol/I Citratpuffer, pH 4,4 

3.2 mMol/I Perborat 

50 

1.9 Mol/I ABTS® (2,2'-Azino-di[3-ethyl-benzthiazolinsulfonsaure(6)]-diammoniumsalz) 

einqnl.11acht und 15 Minuten in Bewegung gehalten. Nach 1 Stunde Substratreaktion wird die Extinktion bei 

405 nrn bestimmt und hieraus die Biotinbindekapazitat Uber den halbmaximalen Signalabfall ermittelt. 

Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Herstellung einer an ein unlosliches Tragermaterial gebundenen, spezifisch bindefahigen 

Proteinsubstanz, insbesondere !Ur die Verwendung in einem heterogenen Analysenverfahren, nach dem 

55 Prinzip des Immunoassay, dadurch gekennzeichnet, da/l man ein losliches Protein mi! einem 

Molekulargewicht Uber etwa 500.000, welches hydrophober als die spezifisch bindetahige Proteinsub­

stanz ist, an die spezifisch bindefahige Substanz kuppelt und dann das Konjugat aus Reaktionspartner 

unct Protein an eine hydrophobe Festphase adsorbiert. 

11 
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T a b e 1 1 e 4 

Protein 

Fab TSH 

RSA 

("-Globulin 

8-Galactosidase 

8-Galactosidase vernetzt 

Streptavidin 

Thermo-RSA (Bsp. le) 

(-Globulin, vernetzt 

(Bsp. la) 

Retentionszeit t (min) p 

41,5 

23,2 

32,0 

39,6 

40,2 

38,3 

nicht eluierbar 

nicht eluierbar 

Besonders geeignet sind die unter diesen Bedingungen 

nicht eluierbaren Proteine, die bevorzugt verwendet 

werden. Besonders bevorzugt wird Thermo-RSA. 

30 Besonders geeignet sind die unter diesen Bedingungen nicht eluierbaren Proteine, die bevorzugt 

verwendet werden. Besonders bevorzugt wird Thermo-RSA. 

Belsplel 7 

3!i Adsc.1rption von Thermo-RSA-Streptavidin an Glasfaservlies 

Ein Glasfaservlies (6 x 6 mm) wird im Aufsaugvolumen (ca. 30 µ.I) mit einer U:isung van 30 µ.g/ml 

Thonno-RSA-Streptavidin (Herstellung Beispiel 2c) in 50 mMol/I Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 getrankt und 

I.mi 50 - C im Umluftschrank getrocknet. 
-10 71 ir Bestimmung der Biotin-Bindekapazitat wird der Streifen mit 30 µ.I eines Reagenzes, bestehend aus 

Konjugat aus Peroxidase (POD) und Biotin mit einer POD-Aktivitat von 50 mU/ml 

Biotinstandard mit den Konzentrationen 0,5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 1000 ng/ml Biotin 

gotriinkl und 2 Minuten inkubiert. Anschlief.lend wird einmal mit einem Oberschuf.I an 50 mMol/I Kaliumphos­

phatp11ffer, pH 7,0 2 %o-Tween®-20 gewaschen und anschlief.lend in 2 ml ABTS-U:isung 

4fi 100 mMol/I Citratpuffer, pH 4,4 
3.2 111Mol/I Perborat 
t ,!l Mol/I ABTS® (2,2'-Azino-di[3-ethyl-benzthiazolinsulfonsaure(6)]-diammoniumsalz) 

oinqoliracht und 15 Minuten in Bewegung gehalten. Nach 1 Stunde Substratreaktion wird die Extinktion bei 

4m> mn bestimmt und hieraus die Biotinbindekapazitat Uber den halbmaximalen Signalabfall ermittelt. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Herstellung einer an ein unlosliches Tragermaterial gebundenen. spezifisch bindefahigen 

Proteinsubstanz, insbesondere fUr die Verwendung in einem heterogenen Analysenverfahren, nach dem 

55 Plinzip des Immunoassay, dadurch gekennzelchnet, daf.I man ein losliches Protein mit einem 

Molekulargewicht Uber etwa 500.000, welches hydrophober als die spezifisch bindefahige Proteinsub­

stanz isl, an die spezifisch bindetahige Substanz kuppelt und dann das Konjugat aus Reaktionspartner 

1111d Protein an eine hydrophobe Festphase adsorbiert. 

11 
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2. Vrn fahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dall man als losliches Protein ein Protein mil 

oirmm Molekulargewicht von 500.000 bis 20 Mio verwendet. 

3. Verlahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet, dall man das losliche Protein aus einem 

r; Protein mit einem Molekulargewicht von 10.000 bis 700.000 durch Erhohung des Molekulargewichts 

OIJor 500.000 bis 20 Mio herstellt. 

4. Vorfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, dall man das Protein var 

Kuµplung mit einem bi-oder polyfunktionellen Proteinreagenz vernetzt, bis das gewUnschte Molekular-

'° gowicht erreicht ist. 

5. Vnrfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzelchnet, dall man ein 

hydrophobisiertes Protein verwendet. 

rr; 6. Verlahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dall das Protein vor Kupplung durch Anwen­

du11y von Hitze, Behandlung mil Sauren, denaturierenden Agentien oder chaotropen lonen und/oder 

clurd1 chemische Kupplung mit einer hydrophoben Verbindung hydrophobisiert wird. 

7. Verlahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dall man als bifunktionelle Verbindung Disucci-

11 11i111idylsuberat verwendet. 

8. Vorfaluen nach einem der AnsprUche 3 bis 7, dadurch gekennzelchnet, dall man als Protein 

Rindorserumalbumin, Lipase und/oder lmmun--y-Globuline verwendet. 

25 9. Trayennaterial zur Verwendung bei Festphasen-lmmunoassays, erhaltlich nach einem der AnsprUche 1 

bis 8. dadurch gekennzelchnet, dall es aus einer hydrophoben Festphase besteht, an die ein 

Kunjugat aus einem hydrophoben Protein mit einem Molekulargewicht von Uber etwa 500.000 und einer 

sµozilisch bindefahigen Proteinsubstanz adsorbiert ist. 

:m 10. Trii~Jtmnaterial nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, dall die hydrophobe Festphase aus 

Polyslyrol, Polymethacrylat, Polyamid, Teflon® odor aus einem Copolymeren van Styrol und Acrylnitril 

bosloht. 

11. Traqerrnaterial nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzelchnet, dall das Protein hydrophobisier-

35 tos Rinderserumalbumin (Thermo-RSA), hydrophobisierte Lipase oder hydrophobisiertes lmmun--y­

Glnhulin ist. 

41) 

12. Trii~1ermaterial nach einem der AnsprUche 9 bis 11, dadurch gekennzelchnet, dall die spezifisch 

himlelahige Substanz ein Antigen oder ein Antikorper ist. 

13. Tdiqormaterial nach einem der AnsprOche 9 bis 11, dadurch gekennzelchnet, dall die spezifisch 

bimlofahige Substanz Streptavidin oder Avidin ist. 

14. Triiqormaterial nach einem der AnsprUche 9 bis 13, dadurch gekennzelchnet, dall der Trager ein 

4!i Gla:;;faservlies oder ein Vlies aus Cellulose-/Celluloseesterfaser und Polymerisatfaser ist. 

Claims 

1. Pr ornss for the preparation of a specifically bindable protein substance bound to an insoluble carrier 

rio matHrial, especially for use in a heterogeneous analysis process, according to the immunoassay 

principle, characterised in that one couples a soluble protein with a molecular weight above about 

500.000, which is more hydrophobic than the specifically bindable substance, to the specifically 

bi11dable substance and then adsorbs the conjugate of reaction component and protein on a hydropho­

bic solid phase. 

55 

2. Process according to claim 1, characterised in that, as soluble protein, one uses a protein with a 

nwlncular weight of 500,000 to 20 mio. 

12 111111111111111111111111111111 
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3. P1c1cess according to claim 2, characterised in that one prepares the soluble protein from a protein with 

:i molecular weight of 10,000 to 70,000 by increasing the molecular weight to above 500,000 to 20 mio. 

4. Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that, before coupling, one cross-links the 

5 protein with a bi- or polyfunctional protein reagent until the desired molecular weight is achieved. 

5. Process according to one of the preceding claims. characterised in that one uses a hydrophobed 

protein. 

10 6. Process according to claim 5, characterised in that, before coupling, the protein is hydrophobed by the 

uso of heat, treatment with acids, denaturing agents or chaotropic ions and/or by chemical coupling 

witl1 a hydrophobic compound. 

7. Process according to claim 4, characterised in that one uses disuccintmidyl suberate as bifunctional 

15 r:ornpound. 

8. P1ocess according to one of claims 3 to 7, characterised in that one uses bovine serum albumin, lipase 

arnJ!or immune -y-globulins as protein. 

20 9. Carrier material for use in solid phase immunoassays obtainable according to one of claims 1 to 8, 

characterised in that it consists of a hydrophobic solid phase on which is adsorbed a conjugate of a 

l!yd1ophobic protein with a molecular weight above about 500,000 and of a specifically bindable protein 

substance. 

25 10. c:nnier material according to claim 9, characterised in that the hydrophobic solid phase consists of 

polystyrene, polymethacrylate, polyarnide, Teflon® or a co-polymer of styrene and acrylonitrile. 

30 

11. Cmrier material according to claim 9 or 10, characterised in that the protein is hydrophobed bovine 

sorum albumin (thermo-BSA), hydrophobed lipase or hydrophobed immune -y-globulin. 

12. Carrier material according to one of claims 9 to 11, characterised in that the specifically bindable 

substance is an antigen or an antibody. 

13. Canier material according to one of claims 9 to 11, characterised in that the specifically bindable 

35 substance is streptavidin or avidin. 

14. Carrier material according to one of claims 9 to 13, characterised in that the carrier is a glass fibre 

llooce or a fleece of cellulose/cellulose ester fibres and polymer fibres. 

4o Revendicatlons 

1. Prnrede de preparation d'une substance proteique capable de liaison specifique, liee a un materiau 

s11pport insoluble, en particulier en vue d'une utilisation dans un procede d'analyse heterogene salon le 

p1i11cipe du dosage immunologique, caracterise en ce que l'on couple a la substance capable de liaison 

-11; spedfique une proteine soluble d'un poids moleculaire superieur a environ 500000 qui est plus 

ltydrophobe qua la substance proteique capable de liaison specifique puis l'on adsorbe sur une phase 

snlide hydrophobe le conjugue constitue par le partenaire reactionnel et la proteine. 

2. Procede salon la revendication 1, caracterise en ce qua l'on utilise comme proteine soluble une 

!iO ).II oteine d'un pOidS mOISCUlaire de 500000 a 20 millions. 

3. Procede salon la revendication 2, caracterise en ce que l'on prepare la proteine soluble a partir d'une 

proteine d'un poids moleculaire de 10000 a 700000 par augmentation du poids moleculaire a une 

valour superieure a 500000 et atteignant 20 millions. 

4. Procede salon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce qua l'on reticule la proteine, avant le 

couplage, avec un reactif proteique di- ou polyfonctionnel jusqu'a ce que le poids moleculaire souhaite 

suit atteint. 
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5. Procede salon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce que l'on utilise une proteine 

rnmlue hydrophobe. 

6. Procede salon la revendication 5, caracterise en ce que la proteine est rendue hydrophobe avant le 

ri co11plage au moyen de la chaleur, d'un traitement avec des acides, d'agents denaturants ou d'ions 

chaotropes et/ou par couplage chimique avec un compose hydrophobe. 

I() 

7. Prncec:te salon la revendication 4, caracterise en ce que l'on utilise comma compose difonctionnel le 

clisuccinimidylsuberate. 

8. P1oc1~de selon l'une des revendications 3 a 7, caracterise en ce que l'on utilise comme proteine la 

se1111nalbumine bovine, la lipase et/ou l'immuno--y-globuline. 

9. Materiau support utilisable pour les dosages immunologiques en phase solide, qui peut etre obtenu 

1G scion l'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il consiste en une phase solide hydrophobe 

s111 laquelle est adsorbe un conjugue constitue par une proteine hydrophobe d'un poids moleculaire 

superieur a environ 500000 et une substance proteique capable de liaison specifique. 

10. 
ii 

11. 

2() 

12. 

:w 13. 

14. 

3G 
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!i(J 
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Materiau support selon la revendication 9, caracterise en ce que la phase solide hydrophobe consiste 

en polystyrene, en polymethacrylate, en polyamide, en Teflon® ou en un copolymere de styrene et 

cl' nr:rylonitrile. 

Matr~riau support salon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que la proteine est la serumalbumi-

110 bovine rendue hydrophobe (thermo-RSA), la lipase rendue hydrophobe ou l'immuno--y-globuline 

ronduo hydrophobe. 

Materiau support selon l'une des revendications 9 a 11, caracterise en ce que la substance capable de 

linison specifique est un antigene ou un anticorps. 

Mat6riau support selon l'une des revendications 9 a 11, caracterise en ce que la substance capable de 

liaison specifique est la streptavidine ou l'avidine. 

Materiau support salon l'une des revendications 9 a 13, caracterise en ce que le support est un feutre 

do libres de verre ou un feutre de libres de cellulose/ester cellulosique et de fibres de polymere. 
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