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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung eines immobilisierten immunologischen Reagens, dadurch
gekennzeichnet, daBd eine immunologisch aktive Substanz an eine, einen Festphasentrager
{iberziehende hydrophile Schicht gebunden und anschlieRend mit einem Medium gleicher Art
Uberschichtet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die den Tréger liberziehende Schicht
proteinogener Natur ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 Proteinderivate bzw.
Proteinkonjugate als den Trager liberziehende Schicht verwendet werden.,

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da3 wasserlosliche Polypeptide oder
Proteine mit ,random-coil “-Struktur eingesetzt werden.

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daf3 dieimmunologisch aktive Substanz
mit bekannten Methoden kovalent an die den Tréger iberzishende Schicht gebunden wird oder im
Falle der Verwendung von Proteinderivaten bzw. Proteinkonjugaten als Tréager-Gberziehende
Schicht durch Protein-Rezeptur-Wechselwirkungen an die den Trager tiberzishende Schicht
gebunden wird,

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf’ das zum Uberschichten verwendete

" Medium Stickstoffverbindungen und Polyhydroxyverbindungen enthalt.

7. Verfahren nach Anspruch 1 und 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 die Stickstoffverbindungen
Aminocarbonséuren oder nieder- oder héhermolekulare sdureamidartig verkntipfte
Aminocarbonséuren darstellen,

8. Verfahren nach Anspruch 1und 6, dadurch gekennzeichnet, daf die Polyhydroxyverbindung ein
Polyalkohol, ein Polyhydroxyaldehyd, ein Polyhydroxyketon, ein Derivat der
Polyhydroxycarbonylverbindung, eine acetalartig verkniipfte Polyhydroxycarbonylverbindung ist.

9. Verwendung des nach Anspruch 1 hergesteliten immunologischen Reagens, dadurch
gekennzeichnet, daf} es zum qualitativen Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von
Antigenen, wie Haptene, Viren, Bakterien, Pharmaka, Proteine, Allergene sowie von Antikdrpern
gegen die genannten Antigene und anderer biologisch aktiven Verbindungen, und daf3 es
auBerdem zur Reinigung und Isolierung korrespondierender Reaktionspartner, die mit der
gebundenen immunologisch aktiven Substanz spezifische Wechselwirkungen eingehen, eingesetzt
wird.

Anwendungsgebist der Erfindung

Immobilisierte Verbindungen haben in der Pharmazie, Biowissenschaft, Biotechnologie, Lebensmitteltechnik, Enzymologie,
Medizin, Immunologie ein breites Anwendungsgebiet, z.B. zur schnellen und einfachen Abtrennung von Reaktionsprodukten
und nicht gewiinschten Begleitstoffen.

Immobilisierte immunologisch aktive Verbindungen werden insbesondere fiirimmundiagnostische Zwecke, vorzugsweise flir
Festphasen-Immuntechnik und In-vitro-Nachweis oder zur Bestimmung eines immunologisch aktiven Reaktionspartners
eingesetzt.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Der Nachweis oder die Bestimmung von Antigenen, Haptenen oder Antikdrpern erfolgt vorzugsweise mittels immunologischer
Methoden, die auf einer Antigen-Antikérper-Reaktion beruhen. Aufgrund der leichten Abtrennung der Reaktionsprodukte
werden hierfiir Festphasentechniken bevorzugt, bei denen ein Reaktionspartner an einen unldslichen Tréger gebunden ist.
_Dasvon K.J.CATT und C. W.TREGAR (Science 15 [1967] 1570) entwickelte Verfahren zur adsorptiven Bindung von Proteinen an
polymere Kohlenwasserstoffe fand weite Verbreitung.
Die homogene Beschichtung des Trégers mit dem immunologischen Reaktionspartney ist eine Voraussetzung fiir sichere
Resultatsermittlungen bei Festphasenimmunoassays, ganz besonders bei der Erfassung medizinisch bedeutsamer Substanzen.
Es gibt Versuche (DD 236400, OS 2337095), durch Vorbeschichtung mit bestimmten hydrophoben Verbindungen eine
homogenere Beschichtung mit dem Immunreaktanten zu erreichen. Ebenso ist versucht worden, durch Behardlung der
Oberfliche des Kunststofftrigers mit organischen Losungsmittein oder Sduren bessere adsorptive Eigenschaften des Trégers zu
erzielen (DE 2509895, DT 2509895, |.C.SHEKARCHI et al. J. Clin. Microbiol. 19 (1984} 89 u.a.)
Das an den einen polymeren Trager gebundene empfindliche, biologisch, immunologisch aktive Material unterliegtdauernden,
inshesondere hydrophoben Wechselwirkungen mit dem Tréger, partielle Strukturédnderungen des immobilisierten
immunreaktanten und ein relativ schneller Verlust seiner immunologischen Aktivitat sind die Folge.
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Es ist bekannt, daf® besonders an polymeren Kohlenwasserstoffen mit unpolarer Oberfliche wie Polystyren u.a. gebundene
immunologisch aktive Molekile, besonders Polypeptide und Proteine, durch hydrophobe Waechselwirkungen
Konformationsénderungen unterliegen, wodurch nachfolgende Antigen-Antikérper-Reaktionen eingeschrénkt oder
unterbunden werden kénnen, je nach Ausmaf der riumlichen Verdnderungen. Dariiber hinaus kénnen sich eine Reihe von
Antigenen, besonders niedermolekulare immunologisch aktive Stoffe wie Allergene, Peptide, bestimmte Haptene, aktive Amine,
als Antigene wirkende Pharmaka u.a. nicht oder nur im unbefriedigenden Mafle mit den Uiblichen Methoden an denfesten Trdger
wie Polystyren binden,

Eswurde deshalb von verschiedenen Autoren versucht, Polystyren durch Einfiihrung funktioneller Gruppen, 2. B. Nitrogruppen,
chemisch zu modifizieren (Ubersicht; G.H. PARSONS: Methods in Enzymology 73 [1981), 224), um biologisch aktive
Verbindungen, insbesondere auch Haptene, kovalent zu binden. Diese Verfahrensweise fihrte aber zu Verfarbungen der
Reaktionsplatte und damit zu Stérungen der Vertikal-Photometrie.

Die direkten Wechselwirkungen mit dem polymeren hydrophoben Kohlenwasserstoff und damit verbundene Aktivitdtsverluste
werden dabei nicht unterbunden.

Ziel der Exfindung

Die Erfindung hat das Ziel, eine feste Bindung einer ausreichenden Anzahl von Molekiilen des zu immobilisierenden
Immunreaktanten, eine Verminderung oder Unterbindung der Wechselwirkungen mit dem festen Tréiger, eine Beschichtung mit
der immunologisch aktiven Verbindung unter standardisierten industriellen Bedingungen, einen mdglichst langen Erhalt der
immunologischen Aktivitt, eine Verlédngerung der Lagerzeit und eine Verminderung der Anfélligkeit gegeniiber erhéhien
Temperaturen und somit eine Langzeitstabilitét des mit empfindlichen immunologisch aktiven Substanzen beschichteten
Trédgers zu erreichen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, sine Verbesserung der Stabilitédt immobilisierter immunologisch aktiver Substanzen
und gleichzeitig eine Erhéhung der Bindungsféhigkeit fiir bestimmte immunologisch aktive Verbindungen an den festen Trager
2u erreichen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemdB dadurch geldst, da die zu immobilisierende immunologisch aktive Verbindung nach dem
Kaschierprinzip und unter Ausnutzung des Spacereffektes an den festen Tréger gebunden wird. Dies hat den Vorteil, daB direkte
Wechselwirkungen der empfindlichen immunologisch aktiven Substanz mit der festen Matrix vermieden werden, Die
Unterbindung dieser Wechselwirkungen erfolgt durch Auftragung einer Unterschicht einer inerten, die Struktur der
immunologisch aktiven Verbindung nicht nachteilig beeinflussenden Verbindung. Eine Deckschicht gleicher Art von Verbindung
erhéht den stabilisierenden Effekt.

Durch Ausnutzung funktioneller Gruppen der Unterschicht 48t sich die immunologisch aktive Verbindung mit geeigneten
Substanzen iiber chemisch-kovalente Bindungen fest binden, gleichzeitig wird die Bindungsfahigkeit, insbesondere fiir
Verbindungen mit relativ niedrigem Molekulargewicht, erhht bzw. in manchen Féllen iberhaupterst realisiert. Gleichzeitig wird
eine homogene Bindung erzielt. Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung eignen sich alle Arten organischer und
anorganischer polymerer Trager, die in der Medizin, Pharmazie, Tiermedizin, Biologie, Biochemie, Landwirtschaft usw. fiir
immunologische Festphasentechniken eingesetzt werden.

Polystyren, deren Mischpolymerisate und Polyvinylchlorid werden fir die Zwecke der vorliegenden Erfindung in Form von
Mikrotitrationsplatten und anderen Reaktionstrégern oder Riegeln, die entsprechende Vertiefungen mit einem
Fassungsvolumen von 10 bis etwa 1000 zur Ausfiihrung der Inmunreaktionen haben, besonders bevorzugt.

Als Unterschicht lassen sich erfindungsgemiR Substanzen proteinogener Struktur einsetzen,

Hierfiir eigenen sich insbesondere leicht zugéngliche Polypeptide und Proteine wie tierische und menschliche Albumine (z.B.
Rinderserumalbumin, Humanserumalbumin, Kaninchen-, Ziegen-, Schaf-, Pferd-, Schweineserumalbumin, Lactalbumin usw.),
Globuline, Glykoproteine (wie Ovomucoid, Human-Choriogonadotropin) abgebaute Proteine, vorwiegend Abbauprodukte von
Proteinen des Stiitz- und Bindegewebes, Polyaminoséuren, bakterielle Proteine u.a.

Die Haftung der Unterschicht an den festen Triger kann unter Ausnutzung van der Waalsscher Krifte, elektrostatischer oder
anderer nicht-kovalenter Bindungskréfte oder im geeigneten Fall durch kovalente Bindung erfolgen.

Die Bindung an organische aliphatische und aromatische polymere Kohlenwasserstoffe wie Polyethylen, Polystyrenu.a. wirdin
bekannter Weise durch Adsorption, vorzugsweise unter Ausnutzung hydrophober Wechselwirkungen des Tragers mit der
proteinogenen Unterschicht erzielt. Eine Verstirkung der hydrophoben Wechselwirkungen und damit eine besondere dichte
und festhaftende proteinogene Unterschicht &Rt sich vorteilhaft durch vorherige Uberfiihrung der Polypeptide oder Proteine
~random-coil”-Struktur erreichen.

Zur Erzielung einer randam-coil-Struktur eignen sich solche bekannten Verfahren wie Erhitzen, wobei vorzugsweise ein Bereich
von 50 bis 80°C ausgewihlt wird, Einwirkung von Ultraschall, Einwirkung ionisierendar Strahlen, Einwirkung von
Wasserstoffbriickenbindung-spaltenden chemischen Stoffen wie Harnstoff, Guanidin oder organische Lésungsmittel, pH-Wert-
Anderungen, .
Die Bindung des Immunreaktanten an die proteinogene inerte Unterschicht erfolgt kovalent mit bekannten Kupplungsreagenzien
und herkémmlichen Kupplungsmethoden.

Beispielsweise kann der Immunreaktant mittels p-Phenylendiisothiocyanat, substituierter Di-Sulfonsduren und anderer
homobifunktioneller Reagenzien, mittels Dinitrodifluorbenzol, Acrolein-, Methacrolein, Methylgloxal, Glutaraldehyd oder
anderer ungesattigter Aldehyde; oder mit bifunktionellen Succinimidestern (wie Ethylenglycolbissuccinimidylsuccinat),
Dissuccinimidyl - Carhonséuresster, Bis(2-succinimidooxycarbonyloxyethyllsulfone; mittels heterobifunktioneller
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Succinimidester von Maleinstiurederivaten, mittels Diazo-, Azid-, Sdurechlorid-, Anhydrid-, Aktivestermethode, Carbodiimid-
WOODWARD-Methode, Methode der aktivierten Amide, Carbodiimid-Methode unter Zusétzen wie N-Hydroxybenzotriazol,
N-Hydroxysuccinimid u.a., Sulfenylthiocyanat-Methode u. a. an die Unterschicht gebunden werden.

Ferner ist es méglich, Haptene mit der Hemisuccinat-, Oxim-, Mischanhydrid-Methode, N-Hydroxysuccinimidester- oder

Carbodiimidester-Methode an die Unterschicht zu binden, .

Wird als Unterschicht ein inertes Glykoprotein wie Ovomucoid, Ovalbumin, Humancnoriogonadotropin oder Immunglobulin

verwendet, ist die Kupplung nach der Perjodat-Methode méglich, indem die OH-Gruppen der Zuckerreste des Glykoproteins zu

Aldehydgruppen oxidiert und dann mit dem Immunreaktanten umgesetzt werden.

Eine besonders hohe Stabilitét der an die Unterschicht gebundenen immunologisch aktiven Substanz wird erzielt, wenn mit

einem Medium, das Amonocarbonsauren bzw. séureamidartig verkniipfte Aminocarbonséuren sowie

Polyhydroxyverbindungen enthélt, , (iberschichtet” bzw. die Substanz damit eingebett wird.

Als Aminocarbonsiuren kénnen natiirliche Aminos#uren, einzeln oder als Gemisch oder als Proteinhydrolysat oder auch

synthetische Aminosauren oder Aminoséurederivate eingesetzt werden,

Als sdureamidartig-verkniipfte Verbindungen bisten sich billig im Handel erhltliche Polypeptide, wie durch oxidativ-thermische

Abbauvorgénge aus groftechnisch gewonnenen depolymerisierter Hydrolyseprodukten fibrillarer Skleroproteine des

tierischen Bindegewebes kollagenen Ursprungs oder séure- und enzymatisch-hydrolytisch abgebaute EiweiBe, z.B. des Caseins,

Lactalbumins, Sphiroproteine, Eiweie verschiedener Olsaaten und Leguminosen, der Getreidesamen in einer Konzentration

von 0,006g N/100ml bis 5g N/100ml Losung vorzugsweise 0,05 bis 1g N/100ml Lésung an.

Es kommen auch billig erhiltliche, leicht zugéngliche Proteine von Tier und Mensch, wie Albumine, Globuline, Lactalbumine u.a.

oder Skleroproteine, wie Gelatine in Frage, die in einer Konzentration von 0,01 bis 20%, vorzugsweise 0,1 bis 2%, eingesetzt

werden.

Als Polyhydroxyverbindungen werden insbesondere Monosaccharide und deren Derivate, 2. B. Aldosen, Ketosen, Desoxyzucker,

Zuckerester, Zuckersiuren, Zuckeralkohole, Zuckeranhydride, Anhydrozucker, ungeséttigte Zucker, Aldonséuren,

Zuckercarbonylsiuren, Zuckeracetale, Zuckeréther, Cyclite und acetalartig-verkniipfte Polyhydroxycarbonylverbindungen, wie

Oligosaccharide, vorzugsweise Disaccharide und Polysaccharide, wie Homopolysaccharide und Heterosaccharide verwendet.

Konzentrationen von 0,5 bis 30%, vorzugsweise von 5 bis 20%, haben sich als besonders giinstig erwiesen.

Die Inkubationszeit des Mediums soll mindestens 20 s betragen und kann bis auf mehrere Tage ausgedehnt werden.

EsisterfindungsgemR weiterhin in bastimmten Féllen vorteilhaft, fiir die ,Unterschicht” Proteinderivate oder Proteinkonjugate

einzusetzen—wie Proteine, die an Aminogruppen, Carboxygruppen, Guanidino-, Imidazol-, Thioether-, Sulfhydryl- oder

Hydroxygruppen mit:

a) geeigneten, mitden funktionellen Gruppen des Proteins reagierenden organischen Gruppen, vorzugsweise substituierte
aromatische Verbindungen, heterocyclische Verbindungen, z.B. 2-Ket-3,4-imidazolin-2-tetrahydrothiophen-n-valeriansaure
u.a., die antigene Eigenschaften aufweisen oder mit anderen Haptenen oder kiinstlichen Antigenen

b) Peptiden (homodet oder heterodet verkniipft), Peptidhormonen, Peptidantibiotika, Peptidtoxinen, Peptidalkaloiden,
Peptoiden (Nucleo-, Phosphos-, Lipo-, Glyko-, Chromopeptide), Depsipeptiden bzw. proteinogenen Konjugaten, z.B.
peptidartig verbundenes 2-Ket-3,4-imidazolin-2-tetra-hydrothiophen-n-valeryl-lysin,

¢) Proteinen,inshesondere Immunglobulinen; Enzymen,

d) Vitaminenoder Vitaminderivaten

e) Lectinen

f) Polysacchariden

g) Nucleinsduren, Nucleotiden

h) Zellen, Zellbestandteile, Bakterien oder Viren oder deren Bestandteile

substituiert baw. kondensiart wurden.

Dieses bietet den Vorteil, da8 nachfolgend die Bindung des im Test singesetzten Immunreaktanten ber Protein-Rezeptor-

Wechselwirkungen erfolgt, wodurch weiter Aktivititsverluste des Reaktanten, die sonst bei chemischen Reaktionen

unumginglich auftreten, vermieden werden.

Die Herstellung der als Unterschicht verwendeten Proteinderivate und Proteinkondensaten erfolgt in bekannter Weise mit

herkémmlichen Kupplungsmethoden und Reaktionen, wie mittels Saurechlorid-, Anhydrid-, Aktivester-, Azid-, Diazo-,

Carbodiimid-Methode oder anderen bekannten elektrophilen oder nucliophilen Substitutionsreaktionen (.,Organikum”,

organisch-chemisches Grundpraktikum, Berlin 1985).

Nach Bindung des Immunreaktanten durch Protein-Rezeptur-Wechselwirkungen erfolgt erfindungsgemiR, wie bereits

beschrieben, das ,In-Kontakt-Bringen” mit dem Uberschichtungs-/Einbettungsmedium.

Ausfithrungsbeispiele

Beispiel 1

Jede Vertiefung einer Polystyren-Mikrotitrationsplatte {F-Form) wird mit 200l einer Lésung Rindarserumalbumins (100 ug/mi)
in Carbonatpuffer (0,1mol/I; pH9,5), die auf 70°C erhitzt wurde, beschickt. Es wird 2h bei 37°C stehengelassen, abgesaugt oder
ausgekippt und zweimal mit Wasser gewaschen,

Die feuchten oder getrockneten Platten werden mit einer Losung von Methylglyoxal (1,0%) in Phosphatpuffer (0,1 mol/l, pH5,8}
4h bei 23 + 5°C inkubiert und anschlieBend mit Phosphatpuffer gewaschen.

AnschlieBend werden 100l einer Inmunglobulin-Lésung (5pg anti-HBe-lgG/ml) in Phosphatpuffer (pH7,6) pipettiertund 4h
inkubiert. Es wird mit Phosphatpuffer (0,01 mol/l), der Natriumchlorid (0,13 mol/l) enthilt, zweimal gewaschen.

In jede Vertiefung der Platte werden 200l einer sterilfiltrierten Phosphat-Natriumchlorid-Lésung, die Pferdeserumalbumin
{0,0003mol/l) und aIpha-D-GIucopyranosido-B-D—fructofuranosid {0,560 mol/l) enthilt, pipettiert.

Nach 2h Inkubation bei 23 + 5°C wird abgesaugt, getrocknet und in wasserdampfdichter plastbeschichteter Aluminiumfolie
eingeschweilt und bei 37°C gelagert. :
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Zur Messung der immunologischen Aktivitiit wird der P/N-Quotient ermitteit, der sich als Quotient aus der Extinktion der
Positiv-Kontrolle und der Extinktion der Negativ-Kontrolle errechnet. Hierfiir wird ein Teil der Mikrotitrationsplatte mit einem
HBe-Antigen enthaltenen Serum (Positiv-Kontrolle) {je Vertiefung 100pl1) und der andere Teil mit der Negativ-Kontrolle (Serum,
das kein HBe-Antigen enthilt) beschickt, Es wird 2h bei 37°C inkubiert, wie tiblich mit Phosphat-Natriumchlorid-Puffer
gewaschen, enschlieRend mit anti-HBe-IgG-Peroxidase-Kanjugat (1004l je Vertiefung) 2 h bei 37°C inkubiert und erneut
gewaschen,
In jede Vertiefung werden 100ul Phosphat/Citratpuffer pH5,0, der 9mmol o-Phenylendiamin und 7mmol Wasserstoffperoxid
enthiilt, pipettiert. Nach 30min Inkubation bei 23°C wird mit 100 il Schwefelséure {1 mol/l) gestoppt und bei 492 nm die Extinktion
ausgewertet, Der P/N-Quotient betrigt nach Lagerung bei 37°C: 10. Woche 12,5; 20. Woche 11,8 und vor der Lagerung 12,9,
Zum Vergleich wird eine Polystyren-Mikrotitrationsplatte direkt mit anti-HBe-Immunglobulin in Carbonatpuffer beschichtet, 4h
bei 23 * 5°C inkubiert, abgesaugt, mit Phosphatpuffer gewaschen, getrocknet und in plastbeschichteter Aluminiumfolie
eingeschweift,
Wiebeschrisben, wird vor und nach Lagerung bei 37 °C die immunologische Aktivitit gemessen und der P/N Quotientermittelt,
P/N-Quotient: vor Lagerung 10,2; 10. Woche nach Lagerung: 1,3

Belspiel 2

A. Jede Vertisfung einer EIA-Reaktionsplatte wird mit 200l einer Lésung Ovalbumins, die einen Stickstoffgehalt von
1mg/100 ml aufweist und zusitzlich 6mol/I Harnstoff enthilt, versetzt und bei 23°C aufbewahrt. Nach 4h wird abgesaugt, mit
Wasser gewaschen und 4h bei 37°C getrocknet.
Jede Vertiefung der Platte wird mit 100l einer Lésung von 1-Ethyl-3-(3-N-N-dimethylaminopropyl)carbodiimid - HCI
{0,05mol/1) beschickt. Nach 1 h wird mit Wasser gewaschen. In jede Vertiefung werden 1004l gereinigten Roteln-Virus-
Antigens (HA-Titer 1:8) pipettiert, Nach einer Reaktionszeit von 2h (37°C) wird gewaschen. Jede Vertiefung wird mit 200l
einer Losung, die Albumin aus dem Serum vom Rind (5,0g/1) und 0,50 mo! alpha-D-Gluco-pyranosido-beta-D-fructo-
furanosid enthilt, gefiilit. Nach 3h wird abgesaugt, getrocknet, in wasserdampfdichter Folie eingeschweift und gelagert.

B. Jede Vertiefung einer EIA-Reaktionsplatte wird mit 100 ul gereinigten Rételn-Virus-Antigens (HA-Titer 1:8) beschickt. Nach
einer Reaktionszeit von 2h (37°C) wird gewaschen. Die Platten werden getrocknet, in wasserdampfdichter Folie
eingaschweillt und gelagert.

C. Dieimmunologische Aktivitdt wird im Enzymimmunoassay bestimmt.
Hierzu werden die mit Phosphat/Natriumchlorid/Tween-Puffer gewaschenen Vertiefungen der Platte mit 100 ul eines
Serums, das mit einer Pufferlésung (0,01 M Phosphat/0,13M Natriumchlorid/10% Schafserum, 0,05% Tween 20, pH7,2} im
Verhiltnis 1:200 verdiinnt ist und lgG-Antikérper gegen Rételn-Virus enthilt, beschickt und 2h bei 37°C inkubiert. Nach
Waschen werden je Vertiefung 100! eines Phosphatase-markierten anti-human-Fe-Antikérpers (1 ul/ml) pipettiert. Nach
45min Inkubation bei 37°C und Stoppen mit 100 pi Natriumhydroxidlésung (2mol/1) wird durch Vertikalphotometrie bei
405nm die festphasengebundene enzymatische Aktivitat bestimmt.

Nach 10 Tagen Lagerung bei 37°C wurden bei A 93% und bei B 18%, nach 30 Tagen Lagerung bei 37°C bei A 89% und bei B0%

der nach der Trecknung erhaltenen immunologischen Aktivitat wiedergefunden.

Beisplel 3

A. Die Oberfliche jeder Vertisfung der EIA-Reaktionsplatte (F-Form) wird mit Rinderserumalbumin beschichtet, wie im
Beispiel 1 beschrieben.

Die feuchten oder getrockneten Platten werden mit einer Lésung von Glutaraldehyd (5 mg/ml) in Phosphatpuffer (0,1mol/l,
pH6,8) 2h bei 23°C + 5K inkubiert und anschlieBend mit Phosphatpuffer gewaschen.

In jede Vertiefung der Platte werden 200! einer Losung Toxoplasma-Lysat-Antigens (26 ug/mi), das auf bekannte Art und
Weise nach WP G 01 N/2307405 hergestelit wurde, pipettiert und 2h bei 37°C und 1h bei 2 bis 8°C inkubiert. Nach Waschen
wird jede Vertiefung mit 250 pl einer Lésung, die partiell abgebaute Gelatine (, Gelafusal*-Infusionslésung, 1,5mg N/ml)und
4-(beta-D-Galactopyranosido)-D-glucopyranose (0,6 mol/i) enthilt, beschickt.

Nach 2h (23°C) wird abgesaugt, getrocknet, eingeschweit und gelagert.

B. Jede Vertiefung der EIA-Reaktionsplatte wird mit 200 ul Toxoplasma-Lysat-Antigen-Lésung (25 ug/ml) beschickt. Nach
Inkubation tiber 16 h bei 2 bis 8°C wird abgesaugt, gewaschen und jede Vertiefung wird mit 250 ul einer Lsung, die analog
.Gelafusal”-L6sung und 4-/beta-D-Galactopyranosido)-D-glucopyranose enthélt, gefiillt, Nach 2h (23°C) wird abgesaugt,
getrocknet und in wasserdampfdichter Verpackung eingeschweif3t und gelagert.

C. Die Messung der immunologischen Aktivitét erfolgt, wie im Beispiel 2 C beschrieben, wobei anstelle des Rételn-Serums ein
Anti-Toxoplas:na-Serum verwendet wird, das 0,2 IE Antikérper gegen Toxoplasmen enthilt.

Nach 20 Tagen Lagerung bei 37°C wurden bei A 86% und bei B 51% der nach der Trocknung erhaltenen immunologischen
Aktivitdt wiedergefunden.

Beispiel 4
A. Wieim Beispiel 1 beschrieben, wird die Oberfléche der Vertiefungen von ElA-Reaktionsplatte mit Serum vom Rind

. beschichtet und anschlieBend mit Wasser gewaschen, Jede Vertiefung der Platte wird mit 100 pl einer wéBrigen Lésung von
1-Ethyl-3-(3-N-N-dimethylaminopropyl)carbodiimid - HCI {2mg/ml) beschickt. Nach 2 Stunden wird mit Wasser gewaschen.
in jede Vertiefung werden 100 eines Pollenextraktes (500 NOON) der Gréser Phleum pratense, Poa pratensis, Lolium
perenne pipettiert, Nach einer Reaktionszeit von 1h (37°C) wird gewaschen. Jede Vertiefung wird mit 200 ul einer Lésung, die
Rinderserumalbumin (0,1 mmol/l} und 0,50 mol alpha-D-Gluco-pyranosido-beta-D-fructo-furanosid enthalt, gefilit. Nach 2h
wird abgesaugt, getracknet, in wasserdampfdichter Folie eingeschweiBt und gelagert.

B. ElA-Reaktionsplatten werden in bekannter Weise mit dem 3-Gréserpollenextrakt {0,1 M Carbonatpuffer pH9,8; 16h, 20°C)
beschichtet. Nach Waschen wird analog A mit einer Losung Albumins und alpha-Glucopyranosido-beta-D-fructo-furanosid
tiberschichtet, getrocknet, eingeschweillt, gelagert.

C. Zur Ermittlung derimmunologischen Aktivitat werden die mit Allergen heschichteten Platten je Vertiefung mit 100 il eines
Serums, das mit 100 Teilen Phosphat (0,01 M)-Natriumchlorid (0,16 M)-Puffer (pH7,2) verdiinnt ist und spezifische IgE-
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Antikdrper gegen Gréserpollenallergene enthitt, beschickt. Nach 2h {23°C) wird abgesaugt und gewaschen, Nach Zugabe

eines monoklonalen Maus-anti-lgE-Antikbrpers (1:600 verdinntin phosphatgepufferter Natriumchlorid-Losung (0,15 mol/l),
der Rinderserumalbumin (20 mg/ml) zugesetzt wurde); wird 2h (23°C) inkubiort und abgesaugt.
Nach Reaktion {2h, 23°C) eines peroxidasemarkierten anti-Maus-Antikorpers (Ziege) (0,6 pg/ml) (100ulje Vertiefung) wird die
festphasengebundene Enzymaktivitat durch Umsatz mit o-Pheny1endiamin/Wasserstoffperoxid-Reagens, wie im Beispiel 1
beschrieben, ermittelt.

Nachdem Trocknenwurde bei A:E = 1,542 bei B:E = 1,040 und nach Lagerung iiber 30 Tage bei 23 + 5°Cwurde bei A:E = 1,420

und bei B:E = 0,803 ermittelt.

G




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

