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Beschrelbung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung einer immunologisch nachweisbaren Substanz
nach dem Prinzip des heterogenen Immunoassays unter Verwendung einer Festphase, an die eine der
immunologisch aktiven Reaktionskomponenten gebunden ist sowie ein dazu geeignetes Reaktionsgefis.

Zur Bestimmung einer spezifisch bindefdhigen Substanz bedient man sich h3ufig Verfahren nach dem
Prinzip des Immunoassays. Dabei wird einer der Partner eines spezifisch miteinander bindefdhigen
Substanzpaares mit dem flir ihn spezifischen Rezeptor, der in an sich bekannter Weise markiert ist,
umgesetzt. Das Konjugat aus diesen beiden Substanzen kann dann noch mit einem Rezeptor, der flir das
Konjugat oder eines der beiden Teile des Konjugats spezifisch ist, umgesetzt werden. Fiir diese immunolo-
gischen Verfahren gibt es viele Variationen. Vorteilhaft ist es dabei, wenn einer der Rezeptoren an eine
Festphase gsbunden vorliegt. Dies erleichtert die Trennung von gebunden und nicht gebunden vorliegen-
den Reaktionspartnern. Zur Bestimmung der spezifisch bindeféhigen Substanz wird dann die Menge an an
der Festphase gebundenem markiertem Reaktionspartner oder an in der Ldsung vorliegendem markiertem
Reaktionspartner gemessen und zu der Menge an zu bestimmendem Reaktionspartner in an sich bekannter
Weise in Beziehung gesetzt.

Als Festphase werden bei den immunologischen Verfahren Ublicherweise Kunststoffréhrchen oder
Mikrotiterplatten, an deren Innenoberfliche der Reaktionspartner fixiert ist, oder Kugein, an deren AuBen-
oberfliche der Reaktionspartner fixiert ist, verwendet.

Dabei muB die Bindung des spezifischen Reaktionspartners an die jeweilige Oberfliche so erfolgen,
daB er nicht die Fihigkeit zur spezifischen Bindung der fir ihn spezifisch bindefdhigen Substanz verliert.
Aus diesem Grunde erfolgt die Bindung des Reaktionspartners an die Festphase meistens adsorptiv. Es
wurde daher schon vorgeschlagen, die Fixierung des Reaktionspartners an die Festphase {iber ein
Kupplungsmittel, das die Bindung vermittelt, zu bewirken. Dabei mu8 auch wieder darauf geachtet werden,
daB die Bindung des Reaktionspartners an das Bindungsmittel nicht die spezifisch reagierende Region des
Molekiis zerstdrt bzw. daB der Reaktionspartner so gebunden wird, daB seine reaktive Stelle von der
Festphase weg dem Bindungspartner zugswandt ist.

Aus der FR-A 2601455 ist es bekannt, eine Mischung aus Avidin, Biotin und einer reaktiven Substanz
auf einer Festphase abzuscheiden, so daB man im Ergebnis eine mit der reaktiven Substanz beschichtete
Oberfliche erhilt. Eine derartige Oberflache Ist nur zur Bindung des speziellen Analyten geeignet, der mit
der reaktiven Substanz bindeféhig ist.

Nachteil aller dieser bekannten Verfahren ist es, daB fiir jede spezifische Reaktion eine spezielle
Festphase zur Verfligung gestellt werden muB. Das bedeutet, daB flir jeden einzelnen Test eine andere
Festphase hergestellt, gelagert und dann zur Bestimmung eingesetzt werden muB, was aufwendig ist.

Es war daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren und ein ReaktionsgefdB zur Verfligung zu stelien,
das fiir viele verschiedene Nachwsisverfahren geeignet ist. In der klinischen Routinediagnostik werden aus
einer Blutprobe jewsils viele verschiedene Parameter wie Hormone, Tumormarker, Infektions-, Allergie- und
Fertilitdtsparameter bestimmt. Die Konzentration der zu bestimmenden Parameter umfaBt einen weiten
Bereich. Niedrig konzentrierte Parameter wie z. B. TSH und Prolactin liegen im Bersich von 107'° bis 10~12
molAl, wihrend hoch konzentrierte Parameter wie Ts und T4 bei ca. 1077 bis 10~2 mol/ liegen. Dabei wire
es wiinschenswert, wenn fiir die einzelnen Bestimmungen dabei nicht jedesmal verschiedene R&hrchen
verwendet werden miiBten, sondern wenn ein Einheits-Reaktionsgeféi flr alle Bestimmungen eingesefzt
werden kdnnte.

Diese Aufgabe wird gelSst durch ein Verfahren zur Bestimmung einer immunologisch nachweisbaren
Substanz nach dem Prinzip des heterogenen Immunoassays unter Verwendung einer Festphase, an die
eine der immunologisch aktiven Reaktionskomponenten gebunden ist, das dadurch gekennzeichnet ist, daB
man als feste Phase ein Reaktionsgefd verwendet, an dessen Innenoberfliche Streptavidin oder Avidin in
einer soichen Menge gebunden ist, daB pro ml Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,6 ug vorhanden sind. Diese
Mengenangabe bezieht sich auf Streptavidin oder Avidin, welches flir den Bindepartner im Rahmen der
immunologischen Reaktion, der in Form eines biotinylierten Proteins oder Haptens vorliegt, zugénglich ist.

Das erfindungsgemé&Be Verfahren ist anwendbar fUr alle Bestimmungsverfahren, bei denen der Rezep-
tor, der z. B. ein Antik8rper oder ein Antigen sein kann, der an der Festphase immobilisiert werden soll, mit
Biotin konjugiert ist. Das erfindungsgemaB festphasenfixierie Streptavidin bzw. Avidin weist auf alien
Tubematerialien eine sehr gute Haftung auf und die Bindung bleibt auch gegeniiber Detergentien stabil. Bei
der Erstellung von Eichkurven, die zur Auswertung bei vielen immunologischen Verfahren notwendig sind,
liefert das erfindungsgemiB festphasengebundene Streptavidin bzw. Avidin steile Eichkurven bei geringen
Leerwerten, was zu einer ErhGhung der Genauigkeit flihrt. Ein weiterer Vorteil ist, daB Chargenschwankun-
gen der beschichteten Streptavidinmenge nur vernachiéissigbare Einfllisse auf die MeBergebnisse hatten.
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Der besondere Vorteil des erfindungsgemiBen Verfahrens liegt darin, daB die gebundene Menge an
Streptavidin bzw. Avidin so eingestellt wird, daB die feste Phase flir alle bekannten Verfahren nach dem
Prinzip des heterogenen Immunoassays Verwendung finden kann. AuBerdem besteht ein Vorteil darin, da8
man mit dem erfindungsgem#Ben Verfahren simultan mehrere Substanzen, insbesondere AntikGrper, aber
auch Antigene bestimmen kann. Dies wird durch Beispiel 7 ndher erldutert.

In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform wird das als feste Phase verwendete ReaktionsgeféB
gleichzeitig auch als Klivette zur photometrischen Bestimmung der Markierung verwendet. Dies ist beson-
ders vorteilhaft, da nur ein einziges GefdB zur Durchflihrung der gesamten Reaktion erforderlich ist. Das
Reaktionsgefé ist in diesem Falle so ausgestaltet, daB es zwei einander gegenliberliegende optisch
durchlédssige Wandbereiche aufweist. Dabei kann der gesamte Wandbersich mit Streptavidin oder Avidin
beschichtet sein.

ErfindungsgeméB wird als feste Phase ein ReaktionsgefdB verwendet, an dessen Innenoberfliche
Streptavidin oder Avidin gebunden ist. Die Bindung des Streptavidins oder Avidins erfolgt dabei nach den
dem Fachmann bekannten Methoden (z. B. EP-A 0 122 209). Das Streptavidin oder Avidin kann entweder
direkt an die feste Phase gebunden werden oder aber Uber Spacer oder die Bindung vermitteinde
Substanzen gebunden werden.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform des erfindungsgeméBen Verfahrens wird Streptavidin oder Avidin
an ein I8sliches Protein mit einem Molekulargewicht Uber etwa 500.000 gekuppelt und dann dieses
Konjugat an eine hydrophobe Festphase adsorbiert, wie es 2.B. in der Patentanmeldung DE-A 36 40 412
beschrieben ist. Bevorzugt wird ein Protein verwendet, das hydrophobisiert ist.

Die Hydrophobisierung kann beispielsweise durch Anwendung von Hitze, Behandlung mit S&uren,
denaturierenden Agentien und/oder chaotropen lonen und/oder durch chemische Kupplung mit einer
hydrophoben Verbindung erfolgen. Die Behandiung mit diesen Agentien flihrt auch zu einer Erhdhung des
Molekulargewichts. Die Erhéhung des Molskulargewichts kann auch erreicht werden durch Vernetzung mit
einem bi- oder polyfunktionellen Proteinreagenz.

Als S#uren werden beispielsweise Essigsdure, Propionsiure, Milchsiure oder Salzsdure angewendet.
Ubliche Konzentrationen sind 1 bis 100 mmol/l bei Einwirkzeiten von 10 min bis 16 Stunden.

Gesignete chaotrope lonen sind beispisisweise Thiocyanate, Jodide, Fiuoride, Bromide, Perchiorate und
Sulfate. Geeignete denaturierende Agentien sind beispislsweise Guanidinhydrochlorid oder Harnstoff. Ubli-
cherweise werden hier Konzentrationen von 10 mmol/ bis 8 mol/l angewendet.

Zur Derivatisierung mit hydrophoben Verbindungen werden vorzugsweise lsliche Fettsduren, Lipoide
in nieder-oder hochmolekularer Form sowie synthetische Polymers, wie Polypropylenglykol oder I6sliche
Copolymere von Polystyrol, eingesetzt. Die Derivatisierung erfolgt nach den dem Fachmann geidufigen
Methoden.

Die Vernetzung {ber bi- oder polyfunktionelle Verbindungen wird mit an sich bekannten Proteinbin-
dungsreagenzien durchgeflihrt. Dies sind Verbindungen, die mindestens zwei funktionelle Gruppen tragen,
die gleich oder verschieden sein kdnnen und die Uber diese funktionsllen Gruppen mit funktioneilen
Gruppen von Proteinen reagieren k&nnen. Bevorzugt werden Verbindungen verwendet, die aus einer
Alkylkette bestehen, an deren Enden sich Succinimid-, Maleimid- und/oder Aldshydgruppen befinden.

Das Protein wird mit der bi- oder polyfunktionellen Verbindung in an sich bekannter Weise vernetzt,
indem das Isliche Protein und die bi- oder polyfunktionelle Verbindung umgesetzt werden.

Bevorzugt werden zur Hydrophobisierung und/oder Vernetzung Proteine mit einem Molekulargewicht
von 10.000 bis 700.000 verwendet. Besonders bevorzugt wird Rinderserumalbumin, Lipase oder Immun-y-
Giobulin.

An das Protein wird dann in an sich bekannter Weise das Streptavidin oder Avidin gekuppelt. Geeignete
Kupplungsmethoden sind beispielsweise in Ishikawa, J., Immunoassay 4 (1983), 209-327, beschrieben.

Das erhaltene Konjugat aus Streptavidin oder Avidin und Protein wird dann adsorptiv an der als
Festphase dienenden Kunststoffoberfliche adsorblert. Bevor das Konjugat aus Protein und Sireptavidin oder
Avidin an die hydrophobe Festphase adsorbiert wird, ist es auch mbglich, die Festphase physikalisch oder
chemisch vorzubehandein. So kann beispielsweise eine Kunststoffoberfliche vorgequollen werden oder in
anderer an sich bekannter Weise aktiviert werden. Die adsorptive Bindung an die Festphase erfoigt Uber
starke und schwache Wechselwirkungen, hydrophobe Krifte, Dipol-Dipoi- oder lonen-Dipol-interaktionen.

Als hydrophobe Festphase besonders gesignet sind ReaktionsgeféBe aus Trégermaterialien mit einer
Oberfldchenspannung, die kieiner als die Oberflichenspannung des hydrophoben I6slichen Proteins ist, d.h.
hydrophober sind als Protein. Bevorzugt werden Trigermaterialien mit einer Oberflichenspannung 40
erg/cm? eingesetzt. Besonders gesignet sind Polystyrol, Polymethacrylat, Teflon, Polyamid, Copolymere
aus Styrol und Acryinitril, Glas und Celluloseprodukte.
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Das erfindungsgemiéB hergestelite Festphasenmateriai wird zur Bestimmung von vielen verschiedenen
Parametern verwendet. Dabei wird dann eine der mit dem zu bestimmenden Parameter bindeféhigen
Substanzen mit Biotin konjugiert, das wiederum an das an der Festphase fixierte Streptavdidin bzw. Avidin
bindet. Auf diese Weise k&nnen die aufgrund des Immunoassayverfahrens gebildeten spezifischen Komple-
xe immobilisiert und dann bestimmt werden. Erfindungsgem3R wird deshalb an der Festphase so viel
Streptavidin bzw. Avidin gebunden, da8 pro ml Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,5 ug fiir die Bindung der
biotinylierten, spezifisch bindefdhigen Substanz zur Verfligung stehen.

Als Reaktionsvolumen wird dabei die Summe aus Probevolumen und Testreagenzvolumen bezeichnet.

Bevorzugt wird das Festphasenmaterial so beschichtet, daB 1 bis 2 g Streptavidin bzw. Avidin filr die
Bindung mit biotinylierter, spezifisch bindefdhiger Substanz pro ml Testvolumen vorhanden sind. Die Menge
der biotinylierten spezifisch bindefihigen Substanz liegt beim Verfahren der Erfindung vorzugsweise im
Bereich von 1076 bis 10~8 mol/Reaktionsvolumen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reaktionsgefds mit einander gegeniiberliegenden optisch
durchlissigen Wandbereichen und im Ubrigen, zumindest teilweise, im Bereich der zur Fllissigkeitsaufnah-
me vorgesehenen Innenwand mit Streptavidin oder Avidin beschichteten Winden, wobei der flir die
Flussigkeitsaufnahme bestimmte Innenraum des Behilters und der Streptavidin- bzw. Avidingehalt der
Beschichtung so aufeinander abgestimmt sind, daB pro mi Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,56 ug Streptavidin
oder Avidin vorhanden sind.

Dieses ReaktionsgeféB ist besonders geeignet zur Durchfilhrung des erfindungsgeméBen Verfahrens.
Da es optisch durchlédssige, einander gegenliberliegende Wandbereiche hat und auBerdem eine Beschich-
tung mit Streptavidin bzw. Avidin aufweist, kann es gleichzeitig zur Durchfiihrung der Reaktion und zur
photometrischen Bestimmung verwendet werden. Durch die Beschichtung mit 0,1 bis 2,5 ug Streptavidin
bzw. Avidin pro ml Reaktionsvolumen kann dieses Reaktionsgefd zur Bestimmung der verschiedensten
Parameter nach dem Prinzip des heterogenen Immunoassays eingesetzt werden.

Das ReaktionsgefaB stellt die Festphase dar. Es besteht aus den Ublicherwsise verwendeten Materialien
wie Kunststoffen, Glas etc. Die optisch durchldssigen Wandbereiche bestehen aus ebenfalls bekannten
Materialien. Insbesondere bevorzugt sind hier Polystyrol, Copolymere des Polystyrols, Polycarbonate,
Polyacrylate und Polymethacrylate.

Die Beschichtung mit Streptavidin oder Avidin kann entweder direkt oder Uber ein Trégermaterial oder
einen Spacer erfolgen. Geeignet ist beispielsweise die Bindung von Streptavidin oder Avidin an ein
I6sliches Protein mit einem Molekulargewicht Uiber 500.000, das dann an der Innenoberfliiche des Reak-
tionsgeféBes adsorbiert wird.

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung eines Einheits-Reaktionsgefidfies, das aus einem
Geféf, an dessen Innenoberfliche Streptavidin oder Avidin gebunden ist, in einer solchen Menge, daf fiir
die Bestimmungsreaktion pro ml Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,5 ng Streptavidin oder Avidin zur Verfligung
stehen, besteht, zur Bestimmung verschiedener Parameter in Verfahren nach dem Prinzip des Immunoas-
says. -

Erfindungsgem&B wird ein Verfahren und ein ReaktionsgefdB zur Verfligung gestellt, bei dem Streptavi-
din oder Avidin mit guter Haftung und dauerhaft an die Innenoberfliche eines ReaktionsgeféiBes als
Festphase fixiert wird. Die Haftung ist dabei so gut, daB auch ein Zusatz von Detergenzien nicht zu einer
Abldsung der Substanz filhrt. Das erfindungsgem@B zur Verfligung gestelite Reaktionsgef&B ist universell
einsetzbar und eignet sich zur Durchfithrung von Bestimmungsverfahren flir sehr viele Parameter und
erleichtert daher die Durchfilhrung von Routinebestimmungen.

Die Erfindung wird im folgenden durch Figuren und Beispiele erldutert. In der Zeichnung stellen dar:

Fig. 1 sine Eichkurvenschar flir eine TSH-Bestimmung unter Verwendung von immobilisiertem Strep-
tavidin in unterschiedlichen Mengen und bictinyliertem Anti-TSH-Antik&rper;

Fig. 2 eine Eichkurve flir sinen Prolactintest;

Fig. 3  eine Eichkurve fiir einen CEA-Test und

Fig. 4 eine Eichkurve flir sinen T4-Test.

Fig. 5 eine Eichkurvenschar flir eine AntiHBs-Bestimmung unter Verwendung von immobilisiertem
Streptavidin in unterschiedlichen Mengen.

Die in den Beispielen verwendeten monoklonalen Antikérper gegen TSH stammen aus Hybridoma-
Zellinien, die bei der European Collection of Animal Cell Culiures, Porton Down, GB, unter den Bezsichnun-
gen ECACC 87 122201 und ECACC 87122202 hinterlegt wurden.
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Beispiel 1

Es wurde die Festphasenhaftung des erfindungsgemiBen Konjugats und hydrophobem Protsin und
Streptavidin untersucht:

- Thermisch aggregiertes RSA, im folgenden als Thermo-RSA bezeichnet, wurde in folgender Weise
hergestellt: 1 g RSA wurde in 100 ml §0 mmol Kaliumphosphatldsung bei einem pH von 7,0 gel&st,
auf 70 °C erhitzt und 4 Stunden unter leichtem Riihren bei dieser Temperatur gehalten. Die Losung
wurde abgekilhlt, filtriert und auf eine Konzentration von 50 mg/ml eingestellt. AnschlieBend wurde
gegen das 30fache Volumen bidest. Wasser dialysiert.

- Herstellung sines Konjugats von Streptavidin mit Thermo-RSA: Aus Streptomyces avidinii gewonne-
nes Streptavidin wurde mit Maleimido-hexanoyl-N-hydroxy-succinimid umgesetzt, und man erhieit auf
diese Weise ein Maleimidogruppen tragendes Streptavidin. Thermo-RSA wurde mit S-Acetylimercap-
tobernsteinséureanhydrid umgesetzt und anschlieBend die geschltzten SH-Gruppen durch Zugabe
von Hydroxylamin freigesetzt. Das Maleimidogruppen enthaltende Streptavidin wurde sodann mit dem
SH-Gruppen enthaltenden Thermo-RSA vermischt unter Bildung des gewlnschten Konjugats.

- Kunststofftubes aus Polystyrol wurden dann mit dem Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beladen. Das
Beladen der Tubes erfolgte mit 1,5 ml einer Streptavidin-Thermo-RSA-L8sung, wobei das molare
Verhéltnis der beiden Komponenten 1,8:1 (10 wg/mi) in 40 mmol Natriumphosphatpuffer pH 7,4 bei 20
*C wihrend 18 bis 24 Stunden betrug.

Nach Aussaugen der Tubes wurde 30 min bei 20 °C mit 1,8 ml einer L&sung von 2% Saccharose, 0,9
% Natriumchlorid und 0,3 % RSA nachbeladen. Nach Trocknung (24 Stunden bei 20 °C und 40 % relativer
Feuchte) waren die Tubes einsatzbersit und haitbar.

Beispiel 2
TSH-Ein-Schritt-Test.

Es wurde biotinylierter monoklonaler Anti-TSH-AntikSrper hergestellt. Dazu wurde der Anti-TSH-Antik&r-
per, ECACC 87122201 , in Ublicher Weise mit Biotin umgesetzt, wobei die Kopplung Uber die Aminogrup-
pen erfolgt. AntikSrper und Biotin wurden im Verhiltnis 1:16 eingesetzt. 400 ng des so erhaltenen
biotinylierten AntikSrpers wurden in 1 ml Puffer gelSst (40 mmol Natriumphosphat, 0,5 % Pluronic F68, 0,2
mol Natriumtarirat! sowie 0,01 % Phenol) und dann zusammen mit 200 | Probe bzw. siner Standardié-
sung, die eine bekannte Menge an TSH enthielt, und 75 mU eines mit Peroxidase konjugierten Anti-TSH-
Antik8rpers (ECACC 87122202) in einem gem#B Beispiel 1 beschichteten Tube 2 Stunden inkubiert.
Danach wurde dreimal mit Leitungswasser gewaschen und anschlieBend 1 ml ABTS-Substratldsung
zugegeben. Nach einer Stunde wurde die Extinktion bei 405 nm gemessen. Die Ergebnisse sind der Fig. 1
zu entnehmen. Es zeigt sich, daB ein befriedigendes Ergebnis mit immobilisiertem Streptavidin bei einer
Menge von Uber 0,1 ug/ml Testvolumen erhalten wird.

Es wurde der Bedarf an Streptavidin zur Bindung des in dem Test eingesetzten biotinylierten
AntikGrpers ermittelt. Dazu wurde zuerst die Menge an frei zugénglichem Biotin nach der Methode von
Bayer, Edward A., Meir-Wilchek, Analytical Biochemistry 154 (1986), 367-370, ermittelt. Ausgehend von 1
ng Antikdrper, der im Verhiltnis Antikdrper zu Biotin 1:15 biotinyliert wurde (Guesdon, I.L., J. Histochem.
Cytochem 27 (1979) 1131-1139), ergibt sich, daB 1 bis 2 mol Biotin pro mol Antikérper zur Bindung zur
Verfligung stehen, d. h. pro ug Antikdrper sind 1,5 bis 3 ng Biotin frei zugénglich.

Ein mit 10 ug/ml Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beladener Tube (Beispiel 1) hat eine Bindekapazi-
tét flr Biotin von 15 bis 20 ng pro ml Testvolumen, bestimmt mit radioaktivem C'*-Biotin.

FUr biotinylierte Immun-y-Globuline betréigt die Bindekapazitit des Streptavidintubes 1,7 bis 2 ng/ml
Testvolumen. Die Bestimmung wurde durchgefiihrt mit 1'%5-markiertem ~-Globulin (markiert nach der
Methode von McConahey and Dixon 1966, Int. Arch. Allergy 29/185).

Beisplel 3
Prolactin-Test.
Prolactin wird in einem 1-Schritt-Sandwich-Immunoassay bestimmt. Zum Nachweis wird ein Reagenz

mit der folgenden Zusammensetzung verwendet:
- 50 mU/ml eines Konjugats aus POD und einem Prolactinspezifischen monokionalen Antik&rper,
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- 40 mmol/l Phosphatpuffer pH: 7,0
0,5 % Pluronic F65 (Polyoxyethylenpolypropylen)
0,2 mol/l Natriumtarirat
0,01 % Phenol
0,2 % Rinderserumalbumin
400 ng/ml eines biotinylierten monoklonalen Antikérpers gegen Prolactin.

An die beiden monoklonalen AntikSrper werden lediglich die Anforderungen gestellt, daB sie Prolactin
erkennen und gegen verschiedene Epitope von Prolactin gerichtet sind. In einem mit Streptavidin-Thermo-
RSA-Konjugat beschichteten Polystyroltube, wie es gem&B Beispiel 1 erhalten wurde, wurden 1 mil dieses
Reagenzes und 50 ul Probe 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit
Leitungswasser gewaschen. Zur Nachweisreakion wurde 1 ml ABTS®-Substratidsung zugegeben. Nach 30
min wurde die Extinktion bei 405 nm photometrisch gemessen. Die Ergebnisse sind der Fig. 2 zu
entnehmen.

ABTS®: 2,2'-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonat(s)]-diammoniumsalz

Belispiel 4
CEA-Test.

in einer Probeldsung wurde CEA in einem 1-Schritt-Sandwich-immunoassay bestimmt. Das verwendete
Reagenz hatte die folgende Zusammensetzung:

- 120 mU/ml eines Konjugats aus POD und einem monokionalen Antikdrper gegen CEA,
- 40 mmol/l Phosphatpuffer pH: 7,0

0,5 % Pluronic F68

0,2 mol/l Natriumtartrat

0,01 % Phenol

0,2 % Rinderserumalbumin

500 ng/ml eines biotinylierten monoklonalen Antikdrpers gegen CEA,

An die beiden monoklonalen Antikérper gegen CEA werden lediglich die Anforderungen gestellt, daB
sie CEA erkennen milssen und jewsils gegen ein anderes Epitop von CEA gerichtet sind.

In einem mit Streptavidin-Thermo-RSA-beschichteten Polystyroltube, wie es gem#B Beispiel 1 erhalten
wurde, wurden 1 ml des Reagenzes und 100 Wl Probe 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert,
AnschlieBend wurde dreimal mit Leitungswasser gewaschen. Sodann wurde zur Nachweisreaktion 1 ml
ABTS®-Subtratldsung zugegeben. Nach 1 Stunde wurde die Extinktion bei 405 nm photometrisch gemes-
sen. Die Ergebnisse sind der Fig. 3 zu entnehmen.

Beisplel 5
T4-Test.

Es wurde T4 in einem kompetitiven Immunoassay unter Verwendung von biotinylierten Anti-T4-
Antik&rpern bestimmt. Dazu wurden in sinem mit Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beschichtetes Polysty-
roltube, wie es gem3B Beispiel 1 erhalten wurde, 500 ul eines Reagenzes, bestehend aus:

100 mU/mi Thyroxin-POD-Konjugat (hergestellt nach EP 209 155)

120 mmol/i Barbiturat,

18,2 mmol/l Phosphatpuffer pH: 8,6,

0,04 Gew.% ANS (B-Anilino-1-naphthalin-Sulfonsiure),

0,2 Gew.% Rinderserumalbumin

sowie 20 wl Probe 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 500 wl eines zweiten
Reagenzes, bestehend aus:

1 wg/ml biotinyliertem polyklonalem Antik&rper gegen T4,

120 mmoV/| Phosphatpuffer pH: 8,6,

0,04 Gew.% ANS (8-Anilino-1-naphthalin-Sulfonsiure),

0.2 Goew.% Rinderserumalbumin,

zugegeben und weitere 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Leitungs-
wasser wurde dann 1 mi ABTS®-Substratiésung zugegeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Extinktion bei 405 nm photometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind der Fig. 4 zu
entnehmen.
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Beispiel 6
Anti HB¢-Test

HBs-Antikbrper werden in einem 1-Schritt-Sandwich-Immunoassay bestimmt. Zum Nachweis wird ein

Reagenz mit der folgenden Zusammensetzung verwendet:

60 mU/ml eines Konjugats aus POD und HB;-Antigen

40 mmol/t Phosphatpuffer, pH 7,0

200 mmol/Al Natriumtartrat

0,5 Gew.-% Pluronic F68

0,01 Gew.-% Phenol

0,2 % Rinderserumalbumin

0,1 Gew.-% Rinder-IgG

150 ng/ml biotinyliertes HBsAg (hergestellt nach Immunol. Letters 8 (1984), 273).

In einem mit Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beschichteten Polystyroltube gem#B Beispiel 1 wurde
1 ml dieses Reagenzes und 200 ul Probe 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde
dreimal mit Leitungswasser gewaschen. Zur Nachweisreaktion wurde 1 ml ABTS-Substratiésung zugege-
ben. Nach 60 Minuten wurde die Extinktion bei 422 nm photometrisch gemessen.

Der Anti-HBg-Test wurde, unter Verwendung von Tubes, mit unterschiedlicher Menge an immobilisier-
tem Streptavidin durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind aus Fig. § zu entnehmen. Dabei zeigt sich, daB dann,
wenn Streptavidin in Mengen eingesetzt wird, die liber den erfindungsgemé&B verwendeten Mengen liegen,
der Test deutlich unempfindlicher wird.

Belsplel 7
Anti-HIV-Test

HiIV-Antikdrper werden in einem 2-Schritt~Sandwich-Immunoassay bestimmt. Zum Nachweis werden die
Reagenzien mit folgender Zusammensetzung verwendet.

Reagenz 1:

jeweils 10~7 mol/l eines oder mehrerer biotinylierter HIV-Antigene

40 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,0

0,9 Gew.-% Kochsalz

10 Vol.-% Rinderserum

Als Antigene wurden dabei folgende verwendet: gentechnologisch hergestelite HIV1-Antigene entsprechend
HIvi-gp41 (gp41-rek., Centocor™ -p121) und HIV1-p24 (p24-rek., Centocor™ -pg2), chemisch synthetisierte
Peptide aus HIV1-gp41 (gp41-pep, Wang et al., PNAS, 83, 6159, 1986) und HIV2-gp32 (gp32-pep, Gnann,
J.W. et al., Science, 237, 1346, 1987). Diese Antigene wurden wie von Leary et al., PNAS, 80, 4045 (1983)
mit Biotin markiert beschrieben.

Reagenz 2:

20 mU/ml eines Konjugates aus Schafantikdrper gegen Human-Immunglobulin und POD

40 mmol/l Phosphatpuifer, pH 7,0

0,05 Gew.-% Tween 20

0,2 % Rinderserumalbumin

0.2 % Rinder-igG

In einem mit Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beschichteten Polystyroltube gem&B Beispiel 1 wurden 1
ml des Reagenz 1 und 10 il Humanserum oder -plasma 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde 3 mal mit Leitungswasser gewaschen und 1 ml Reagenz 2 flir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Wieder wurde 3 mal mit Leitungswasser gewaschen und zur Nachweisreaktion 1 ml ABTS-Substrati&sung
zugegeben. Nach 60 min wurde die Extinktion bei 422 nm photometrisch gemessen.

Der Anti-HIV-Test wurde unter Verwendung einzeiner HIV-Antigene und Antigenkombinationen durchge-
fuhrt. Dabei zeigte es sich, daB die Testflihrung im mit Streptavidin-Thermo-RSA-Konjugat beschichteten
Polystyroltube sowohl flir die Bestimmung einzelner Antigen-spezifischer AntikSrper als auch fir die
simultane Bestimmung von mehreren AntikBrpern oder AntikSrperpopulationen geseignet ist (Screeningtest;
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Tabelle 1), gleichgtiitig, ob diese gegen den selben Virus oder mehrere Viren bzw. interessierende Antigene
gerichtet sind.

Tabelle 1
Humanserum-Probe

HIV-Antigene Neg. | Anti-HIV 1 | Anti-HIV | | Anti-HIV | | Anti-HIV 1] | Anti-HIV | | Anti-HIV I

HIV-Antigenmenge

gp41-rek. 52 1250 812 521 102 223 75

p24-rek. 43 786 1515 212 491 1531 263
lagp4t-pep 71 831 301 295 63 52 59

gp32-pep 38 41 50 62 1819 45 810

gp4t-, p24-rek. 45 1402 1818 618 550 1559 266

gp41-, p24-rek. + gp32-pep| 55 1380 1753 599 1723 1529 878

Patentanspriiche

1.

7!

Verfahren zur Bestimmung einer immunologisch nachweisbaren Substanz nach dem Prinzip des
heterogenen Immunoassays unter Verwendung einer Festphase, an die eine der immunologisch aktiven
Reaktionskomponenten gebunden ist,

dadurch gekennzeichnet, daB man als feste Phase ein ReaktionsgefdB8 verwendet, an dessen
innenoberfliche Streptavidin oder Avidin in siner solchen Menge gebunden ist, daB pro mi Reaktions-
volumen 0,1 bis 2,5 ig vorhanden sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 man als ReaktionsgefdB eine Kivette
verwendet, deren Winde an der Innenoberfliche mit Streptavidin oder Avidin beschichtet sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprilche, dadurch gekennzeichnet, daB man Streptavi-
din oder Avidin an ein 18sliches Protein mit einem Molekulargewicht Uber etwa 500.000 kuppelt und
dann das Konjugat aus Streptavidin oder Avidin und Protein an eine hydrophabe Festphase adsorbiert.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf man simultan
mehrere Substanzen, insbesondere mehrere Antikdrper bestimmt.

ReaktionsgefdB mit einander gegenliberliegenden optisch durchidssigen Wandbereichen und im Ubri-
gen zumindest teilweise im Bereich der zur FlUssigkeitsaufnahme vorgesehenen Innenwand mit
Streptavidin oder Avidin beschichteten Winden, wobei der flr die Flissigkeitsaufnahme bestimmte
Innenraum des Behilters und der Streptavidin- bzw. Avidingehalt der Beschichtung so aufeinander
abgestimmt sind, daB pro ml Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,5 g Streptavidin oder Avidin vorhanden sind.

Reaktionsgefd nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet, daB das Streptavidin oder Avidin Uber ein I3sliches Protein mit einem
Molekulargewicht Uber 500.000 an die Festphase gebunden ist.

Reaktionsgefi nach Anspruch 5 oder 6,
dadurch gekennzeichnet, da8 das Reaktionsgefdf eine Klivette ist.

Claims

1.

Process for the determination of an immunologically detectable substance based on a heterogeneous
immunoassay by use of a solid phase on which one of the immunologically active reaction components
is bound,

whereln

a reaction vessel is used as the solid phase on the inner surface of which streptavidin or avidin is
bound in such an amount that 0.1 to 2.5 Lg are present per mi reaction volums.

8
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Tabelle 1), gleichgilitig, ob diese gegen den selben Virus oder mehrere Viren bzw. interessierende Antigene
gerichtet sind.

Tabelle 1
Humanserum-Probe

HIV-Antigene Neg. | Anti-HIV | [ Anti-HIV | | Anti-HIV | | Anti-HIV [t | Anti-HIV | | Anti-HIV |l
HIV-Antigenmenge

gp4i-rek. 52 1250 812 521 102 223 75
p24-rek. 43 786 1515 212 491 1531 263
gp41-pep 71 831 301 295 63 52 59
gp32-pep 38 41 50 62 1819 45 810
gp4i-, p24-rek. 45 1402 1818 618 550 1559 266
gp41-, p24-rek. + gp32-pep| 55 1380 1753 599 1723 1529 878

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung einer immunologisch nachweisbaren Substanz nach dem Prinzip des
heterogenen Immunoassays unter Verwendung einer Festphase, an die eine der immunologisch aktiven
Reaktionskomponenten gebunden ist,
dadurch gekennzelchnet, daB man als feste Phase ein ReaktionsgefdB verwendet, an dessen
Innenoberfldche Streptavidin oder Avidin in einer solchen Menge gebunden ist, daB pro mi Reaktions-
volumen 0,1 bis 2,5 ug vorhanden sind.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als ReaktionsgefdB sine Kiivette
verwendet, deren Wénde an der Innenoberfliche mit Streptavidin oder Avidin beschichtet sind.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man Streptavi-
din oder Avidin an ein I8sliches Protein mit einem Molekulargewicht Uber etwa 500.000 kuppsit und
dann das Konjugat aus Streptavidin oder Avidin und Protein an eine hydrophobe Festphase adsorbiert.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man simultan
mehrere Substanzen, insbesondere mehrere Antik&rper bestimmt.

5. ReaktionsgeféB mit sinander gegeniiberliegenden optisch durchldssigen Wandbersichen und im Ubri-
gen zumindest teilweise im Bereich der zur Filissigkeitsaufnahme vorgesehenen Innenwand mit
Streptavidin oder Avidin beschichteten Winden, wobei der flir die FlUssigkeitsaufnahme bestimmte
Innenraum des Behéilters und der Streptavidin- bzw. Avidingehalt der Beschichtung so aufeinander
abgestimmt sind, daB pro ml Reaktionsvolumen 0,1 bis 2,5 1.g Streptavidin oder Avidin vorhanden sind.

6. Reaktionsgefd nach Anspruch 5,
dadurch gekennzeichnet, da das Streptavidin oder Avidin Uber ein I&sliches Protein mit einem
Molekulargewicht Uber 500.000 an die Festphase gebunden ist.

7. ReaktionsgefdB nach Anspruch 5 oder 8,
dadurch gekennzeichnet, daB das ReaktionsgeféB eine Kivette ist.

Claims

1. Process for the determination of an immunologically detectable substance based on a heterogeneous
immunoassay by use of a solid phase on which one of the immunologically active reaction components

is bound,

wherein

a reaction vessel is used as the solid phase on the inner surface of which streptavidin or avidin is
bound in such an amount that 0.1 to 2.5 ug are present per mi reaction volume.

8
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Process as claimed in claim 1,

wherein

a cuvette is used as the reaction vessel whose walls are coated on the inner surface with streptavidin or
avidin.

Process as claimed in one of the previous claims,

wherein

streptavidin or avidin is coupled to a soluble protein with a molecular weight above about 500 000 and
then the conjugate of streptavidin or avidin and protein is adsorbed to a hydrophobic solid phase.

Process as claimed in one of the previous claims,
wherein
several substances in particular several antibodies are determined simultansously.

Reaction vessel with optically transparent wall areas which face one another and with avidin or
streptavidin coated walls which are at least partially within the inner wall region intended as a
receptacle for liquid, wherein the inner space of the container intended as a receptacle for liquid and
the respective streptavidin or avidin content of the coating are so matched that 0.1 to 2.5 ug
streptavidin or avidin are present per ml reaction volume.

Reaction vessel as claimed in claim 5,

wherein

streptavidin or avidin is bound to the solid phase via a soluble protsin with a molecular weight above
500 000.

Reaction vesse! as claimed in claim 5 or 6,
wherein
the reaction vessel is a cuvette.

Revendications

1.

Procédé de détermination d'une substance décelable immunologiquement selon le principe de I'immu-
no-analyse hétérogéne au moyen d'une phase solide & laquelle est li€ I'un des composants réaction-
nels immunologiquement actifs, caractérisé en ce que I'on utilise comme phase solide un récipient
réactionnel & la surface interne duquel est liée de la streptavidine ou de I'avidine en une quantité telle
qu'il y en a 0,1 3 2,5 g par ml de volume réactionnel.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on utilise comme récipient réactionnel une
cuvette dont les parois sont recouvertes de streptavidine ou d'avidine au niveau de la surface interns.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on couple la streptavidine
ou l'avidine 4 une protéine soluble d'une masse moléculaire supérieure & 500000 environ puis l'on
adsorbe le conjugué de streptavidine ou d'avidine et de protéine sur une phase solide hydrophobe.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on détermine simultané-
ment plusieurs substances, en particulier plusieurs anticorps.

Récipient réactionnel comportant des domaines de parois optiquement transparents mutuellement
opposés et en outre des parois recouvertes de streptavidine ou d'avidine au moins en partie dans le
domaine de la paroi interne prévue pour la réception du liquide, I'espace interne du récipient qui est
destiné 3 la réception du liquide et la teneur en streptavidine ou en avidine du revétement étant ajustés
I'un par rapport & l'autre de telle maniére qu'il y a par ml de volume réactionnel 0,1 & 2,5 ug de
streptavidine ou d'avidine.

Récipient réactionnel selon la revendication 5, caractérisé en ce que la streptavidine ou I'avidine est
liée & la phase solide par I'intermédiaire d'une protéine soluble de masse moléculaire supérieure 2
500000.
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7. Récipient réactionnel selon la revendication 5 ou 6, caractérisé en ce que le récipient réactionnel est

une cuvette.
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