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diagnostischer Testsatze durch Betriebe flir immundiagnostische Préparate eingesetzt werden.
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zum Beschichten fester Phasen fir den Immunoassay zur Adsorption von Antigenen, Antikérpern oder anderen
biologisch aktiven Substanzen an Oberflachen von Festphasen (Tragern) aus unterschiedlichen Materialien, wie zum Beispiel
Polystyrol, Polyvinylchlorid und andere Produkte, gekennzeichnet dadurch, dalk die Oberfléichen der Triger vor der Adsorption
der Substanzen mit einem diinnen Film von nitrierter Zellulose versehen werden.

2. Verfahren nach Punkt 1 gekennzeichnet dadurch, daR die nitrierte Zellulose in einem die Oberflache der Festphasen nicht
angreifenden Losungsmittel, vorzugsweise Methanol, gelést wird und in Konzentrationen von 0,1 und weniger Prozent auf diese
Oberflachen, im Festphasen-Immunoassay vorzugsweise Mikrotestplatten oder Testrohrchen, durch Einfiillen oder Eintauchen
aufgetragen wird.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2 gekennzeichnet dadurch, daR das Lésungsmittel bei Temperaturbedingungen, die fiir das jeweilige
Tragermaterial unbedenklich sind, vorzugsweise zwischen 15°C und 50°C, abgedampft wird und ein diinner Film nitrierter

- Zellulose auf der Festphase zuriickbleibt, an dem biologisch aktive Substanzen adsorptiv gebunden werden kdnnen.

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Beschichten fester Phasen {Tréager) fir den Immunoassay. Dieses dient der Verbesserung
der Adsorption von Antigenen oder Immunglobulinen und anderen organischen Verbindungen an feste Phasen, wie zum Beispie!
Mikrotestplatten aus Polystyrol, Polyvinylchlorid und anderen Materialien. Es 138t sich in immunologischen Techniken einsetzen, die
‘vorwiegend in der medizinischen, veterindrmedizinischen und biologischen Diagnostik und Forschung zur Darstellung von
Antigenen, Antikdrpern oder Immunkomplexen genutzt werden. Diese dienen dem Nachweis von Krankheitserregern oder
Stoffwechselprodukten unterschiedlichster Genese im Zusammenhang mit pathologischen Prozessen sowie von Antikérpern gegen
diese und, meist in Siebtests, der Analyse von Immunreagenten, wie zum Beispiel monoklonalen Antikrpern oder mikrobiellen
Antigenen.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Die Mehrzahl der beschriebenen Verfahren des Immunoassay (Radioimmunoassay, RIA, Enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA, u. a.) erfordert die Trennung von in die Reaktion eingegangenen Immunkomplexen und nicht reagierenden
Immunreaktanden. Diese Trennung wurde durch Binden von Antikdrpern oder anderen proteinhaltigen Verkindungen (Antigene) an
eine feste Phase erreicht (Catt u. Mitarb., Biochem. J. 100, 1966, 31C~33C; Wide und Porath, Biochim. Biophys. Acta 130, 1966,
257-260).

Das Verfahren nutzt die Tatsache aus, daR sich Proteine und andere Reagenten offensichtlich iiber hydrophobe Wechselwirkungen
als praktisch monomolekularen Film an verschiedene Kunststoffe binden kdnnen. Die Menge des adsorptiv gebundenen Proteins ist
proportional der Konzentration der Proteine in den Lésungen.

Die Bindungsféhigkeit fiir Proteine ist bei Mikrotestplatten verschiedener Firmen und Chargen nicht gleich. AuBerdem lassen sich
nicht alle Eiweikdrper gleich gut absorbieren und zeigen diese Tréiger in unterschiedlichem MaRe unspezifische Adsorptionen
wiahrend der auf die Bindung folgenden immunologischen Reaktionsschritte, die die Ergebnisse wesentlich beeintriachtigen kénnen.
(Kenny und Dunsmoor, J. Clin. Microbiol. 17, 1983, 655—665; Shekarchi u. Mitarb., J. Clin. Microbiol. 19, 1984, 89-96). Um diesen
Nachteil zu beheben, ist verschiedentlich versucht worden, dem Kunststofftrager durch Behandeln der Oberflichen mit organischen
Losungsmitteln bessere adsorptive Eigenschaften zu verleihen (siehe Patente DE 2 509 895 [GB 52653-76] oder DT 2 509 895 u. a.).
Auch das Aufbringen von vernetzten Materialien auf Kunststoff-Formkdrper wird angeboten (OS 2 337 095 [JP 72577-72]).

Ebenso sind kovalente Bindungen {iber reaktive Gruppen an verschiedenartige feste Phasen (Trager) haufig beschrieben worden,
haben jedoch wegen des gréReren technischen Aufwandes in Verfahren des Immunoassay nur begrenzt Anwendung gefunden.

Die uns bekannten Verfahren sind damit in der Regel mit einem hoheren technischen Aufwand verbunden und haben deshalb nach

- unseren Kenntnissen bisher keine weitere Verbreitung erlangt.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung ist, immunologisch aktive biologische Substanzen, das sind Antigene oder Antikdrper, wirkungsvoller und
besser reproduzierbar adsorptiv an feste Phasen (Triger), vorzugsweise aus Polystyrol, Polyvinylchlorid und anderen Kunststoffen
sowie Glas usw., zu binden. Die sich innerhalb der industriellen Fertigung weiter entwickelnde Produktion von Testbestecken fiir
Verfahren des Festphasen-Immunoassay soll effektiver und gegebenenfalls kostengiinstiger gestaltet werden, indem die oft teuren
biologischen Substanzen in geringeren Konzentrationen eingesetzt werden kénnen. Weiterhin soll durch die bessere Bindung der
Reagenten an die Tréger die Produktion eine groRere Stabilitat im Vergleich zum derzeitigen Stand erreichen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zu entwickeln, daR eine verbesserte Adsorption von Antigenen und
Antikérpern an feste Phasen (Trager) erlaubt.

ErfindungsgemaR wird sie dadurch geldst, daB ein Triager mit einer Losung von nitrierter Zellulose, vorzugsweise 0,1 bis

0,001 Prozent, in einem fiir ihn unschédlichen Lésungsmittel, vorzugsweise Methanol, beschickt und anschlieRend das
Losungsmittel verdampft wird. Bei Verwenduna aebrduchlicher Mikrotestolatten kann diesa Raschichtuna durch ain Tauchvarfahran
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oder durch Einfillen von 0,050 bis 0,250 ml dieser Losungen in die einzelnen Vertiefungen (Becher) mit anschliefendem Verdampfen
bei Temperaturen erfolgen, die fiir die benutzten Materialien unschédlich sind, vorzugsweise zwischen 15°C und 50°C. Die auf
solche Weise vorbehandelten Mikrotestplatten werden in den bekannten Verfahren des ELISA als feste Phasen (Tréger) eingesetzt.
Wir beschreiben benutzte immunologische Testsysteme und Verfahren unter Ausfiihrungsbeispiel.

Aﬂgsfﬁhrungsbeispiele

Beispiel 1 :
2 Mikrotestplatten aus Polystyrol (Scopyrol), glasklar, Flachbodenform (VEB MLW Polyplast Halberstadt, DDR - 36800 Halberstadt).

Platte 1 wie oben angegeben mit 0,1 % nitrierter Zellulose in Methanol vorbehandelt (0,100 m! je Vertiefung).
Platte 2 nicht vorbehandelt.

Auf beiden Mikrotestplatten (feste Phase) wurde der ELISA in folgender gleicher Weise durchgefihrt:
1. Adsorption von 0,025 mg pro ml Immunglobulin Anti-Adenovirus Typ 2 in Adsorptionspuffer-Ldsung, pH 9,6, 16 Stdn. bei 4°C. In
jede der jeweils 96 Vertiefungen wurden 0,100 mi eingefllt (0,0025 mg).
2. Dreimaliges Spiilen mit Natriumchlorid-Phosphatpuffer-Lésung unter Zusatz von 0,05 % Tween 20 und 0,02% Natriumazid (PBST),
pH7.2.
3. Einfiillen von je 0,100 ml Antigen Adenovirus Typ 2 Hexon (0,010 mg/ml) in PBST und 2 Stdn. Inkubation bei 30°C.
4, Finfmaliges Spllen wie unter 2.
5. Einfiillen von je 0,100 ml Globulin Anti-Adenovirus Typ 2, markiert mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) und 2 Stdn.
Inkubation bei 30°C.
6. Spllen wie unter 4.
7. Einfiillen von je 0,250 ml 4-Nitrophenylphosphat (4-NPP) in Didthanolaminpuffer-Ldsung, pH 9,8, und Inkubation 1 Std. bei 30°C.
8. Zufiigen von je 0,025 ml 3N Natronlauge zum Stoppen der Enzymreaktion.
9. Messen der Extinktion der einzelnen Proben bei A = 400 nm (E400 nm) im Spektralkolorimeter Spekol (Kombinat VEB Carl Zeiss
JENA, DDR - 6900 Jena) unter Verwendung des ExtinktionsmeRansatzes EKA und Mikroabsaugkuivette.
10. Errechnen der mittleren Extinktionen der Proben und ihrer Standardabweichungen.
Ergebnis:
-Mit nitrierter Zellulose vorbehandelter Trager:

E400 nm = 1,06 £ 0,14 (VK =13,4%)
Trager nicht vorbehandelt (Kontrolle): )

E400 nm = 0,542 £ 0,081 (VK = 14,9%). '
Durch das vorangehende Beschichten der festen Phase (Tréger) mit nitrierter Zellulose 148t sich die meRbare Extinktion als Folge
verbesserterﬁdsorpnon des immunglobulins auf etwa 200% (195,6 %) im dargestellten Beispiel steigern.

Beispiel 2

Die Trager wie in Beispiel 1 wurden parailel mit 0,1 %; 0,01 % und 0,001 % nitrierter Zellulose in Methanol beschichtet. Die Kontrolle ist
nicht beschichtet worden.

Vergleiche Figur 1.

Der ELISA wurde wie unter Beispiel 1 in folgenden Schritten ausgefiihrt (Waschprozesse und Nachweisreaktion mit 4- NPP sind

nicht nochmals aufgefiihrt):

1. Adsorption von Antigen Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1) in den Konzentrationen 0,024 mg/ml; 0,012 mg/ml 0,006 mg/ml und
0,003 mg/m! (das entspricht den Ziffern 1, 2, 3 bzw. 4 der Figur 1).

2. Inkubation von Serum Anti-Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1) in der stets gleichen Gebrauchsverdiinnung 1073,
3. Inkubation von Globulin Anti-Kaninchenglobulin (IgG), markiert mit dem Enzym AP.

Ergebnis (Figur 1):

Die Steigerung der Adsorption des Antigens nach dem Beschichten kann selbst bei Einsatz von 0,001 % nitrierte Zellulose noch etwa
200% erreichen und liegt bei Verwendung héherer Konzentrationen dariiber. Die Héhe der Extinktionen E400 nm ist von der Menge
des eingesetzten Antigens abhéngig und zeigt die gleichen Tendenzen wie in der nicht vorbehandelten Kontrolle.

Beispiel 3

Die Trager wurden parallel mit zwei verschiedenen Mustern nitrierter Zellulose zu 0,1% in Methanol beschichtet. Die Kontrollen sind
nicht beschichtet worden. Der ELISA wurde wie unter Beispiel 1 in folgenden Schritten ausgefiihrt {Waschprozesse und
Nachweisreaktion mit 4-NPP sind nicht nochmals aufgefiihrt):

1. Adsorption von Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1} in einer Gebrauchsverdiinnung.

2. Inkubation von Serum Anti-Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1) vom Kaninchen in den Verdunnungsstufen 1073,5-107%,2,5-107*
und 7,5 - 1074,

3. Inkubation von Globulin Anti-Kaninchenglobulin (1gG), markiert mit dem Enzym AP.

Ergebnis: :

Die Tabelle 1 zeigt die gemessenen Extinktionen E400 nm. Es sind Mittelwert M und Standardabweichung s angegeben.
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Serum- Kontrolle Muster | Muster [ .
verdiinnung M s M s M s
103 0,457 0,030 2,34 0,08 2,31 0,14
5-10-3 0,366 0,034 1,55 0,14 1,50 0,18
25-107* 0,189 0,015 0,476 0,087 0,473 0,026
75-107* 0,100 0,005 0,214 0,030 0,226 0,030
Tabelle 1

Zwischen Proben nitrierter Zellulose unterschiedlicher Herkunft sind keine signifikanten Differenzen festzustellen.

Beispiel 4

Die Trager wurden wie in Beispiel 1 mit 0,1% nitrierter Zellulose beschichtet. Die Kontrollen sind nicht beschichtet worden.

Der ELISA wurde wie unter Beispiel 1 in folgenden Schritten ausgefiihrt {Waschprozesse und Nachweisreaktion mit 4-NPP sind
nicht nochmals aufgefiihrt):

1. Adsorption von Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1) in Konzentrationen von 100; 25; 6,25 und 3,13 ug/ml.

2. Inkubation von Serum Anti-Influenzavirus A/PR/8/34 (H1N1) vom Kaninchen in den Verdinnungsstufen 10~3 bis 5 - 1074,

3. Inkubation von Globulin Anti-Kaninchenglobulin (IgG), markiert mit dem Enzym AP.

Ergebnis (Figur 2):

Es sind die fir verschiedene Konzentrationen von Antigen Influenzavirus auf der festen Phase (Tréger) erhaltenen Extinktionen
E400 nm gegen die Serumverdinnungen des 2. Inkubationsschrittes aufgetragen und die erhaltenen Punkte durch Linien verbunden
worden. Die Schnittpunkte der Horizontalen, die bei E400 nm = 0,300 gezogen wurden, mit den erhaltenen Kurven sind durch
vertikale Linien auf die die Serumverdiinnungen darstellende Achse (X) projiziert worden. Der obere Teil der Figur 2 zeigt die
Titrationskurven des Antiserums auf den verschiedenen Konzentrationen Antigen, das nach Beschichten der Triger mit nitrierter
Zellulose adsorbiert wurde. Im unteren Teil sind die Parallelen auf vorher nicht beschichteten Tragern dargestelit.

Es ist deutlich zu erkennén, daf} auch geringe Konzentrationen des Antigens auf vorher mit nitrierter Zellulose beschichteten festen
Phasen ausreichend hohe Extinktionen ergeben. Die Neigung der Kurven hangt von der Konzentration des Antigens ab. Die
erhaltenen Serumtiter (Schnittpunkte der vertikalen Linien) sind weitgehend unabhéngig von der Konzentration des eingesetzten
Antigens und betragen etwa 3 - 10%. Die Titrationskurven auf den als Kontrolle dienenden Tragern, die vorher nicht mit nitrierter
Zellulose beschichtet wurden, sind bedeutend flacher. Dazu kommt in den héheren Konzentrationen des Antigens ein deutlicher
Prozoneneffekt, der stdrend wirkt; moglicherweise zuriickzufiihren auf die geringere Adsorptionsfihigkeit, so da wahrend der
Waschprozesse Immunkomplexe abgeldst werden. Der Serumtiter von etwa 3 - 10~ ist ebenfalls zu ermitteln; allerdings miissen
héhere Konzentrationen des Antigens {mindestens 25 ug/mtl) eingesetzt werden.

Es reicht folglich bei vorhergehendem Beladen mit nitrierter Zelluiose eine étwa 10fach geringere Menge Antigen aus, um * »
reproduzierbare Werte zu erhalten.

Analoge Ergebnisse werden erhalten, wenn Immunglobuline (Antikdrper) an die feste Phase (Trager) gebunden werden und der Titer
von Antigen-Losungen auf diesen zu bestimmen ist.

Beispiel 5 R

Es wurde der EinfluR unspezifischer Adsorptionsreaktionen in den immunologischen Reaktionsschritten an den Tragern
‘vergleichend untersucht (Figur 3).

Die Trager wurden wie in Beispiel 1 mit 0,1 % nitrierter Zellulose beschichtet. Die Kontrollen sind nicht beschichtet worden.

Der ELISA wurde wie in Beispiel 1 in folgenden Schritten ausgefihrt (Waschprozesse sind nicht nochmals aufgefiihrt):

1. An die Trager wurden parallel nachfolgend genannte Antigene adsorbiert: (1) — Influenzavirus A/PR/8/34 (HIN1); (2) -
Lipopolysaccharid-Extrakt (LPS) aus Brucella abortus; (3) — 1%ige Losung von humanem Serumalbumin; (4) — 1%ige Ldsung von
Kalberserum; (5) — reine Adsorptionspuffer-Lésung, pH 9,6, d. h. kein Antigen.

2. Inkubation eines humanen Serums, das Antikdrper gegen Influenzavirus A enthalt, in einer Konzentration von 5 - 10~ auf allen
Antigenen. .

3. Inkubation von Globulin Anti-Humanglobulin, markiert mit den Enzymen Alkalische Phosphatase {AP-AHuG) oder
Meerrettich-Peroxidase (POD-AHuG).

4. Nachweis der enzymatischen Aktivitdt von AP wie unter Versuch 1 beschrieben; Nachweis der enzymatischen Aktivitdt von
Peroxidase mit o-Phenylendiamin (OPD) und Wasserstoffperoxid sowie Stoppen der Reaktion mit 4N Schwefelsdure und Messen
der Extinktion bei einer Wellenlange von 492 nm.

Ergebnis: (¢

Die Figur 3 zeigt deutlich, daB die sogenannten unspezifischen Reaktionen auf heterologen Antigenen besonders hervortreten, wenn
die Tréger vorher nicht mit nitrierter Zellulose beschichtet wurden {Kontrollen; rechts in Figur 3). Sie kdnnen praktisch
vernachldssigt werden, wenn die feste Phase einen diinnen Film von nitrierter Zellulose tragt (nitrierte Zellulose; links in Figur 3).

Beispiel 6 .
Mit nitrierter Zellulose beladene Trager, an die Antigene oder Antikdrper adsorbiert wurden, lassen sich ohne Verlust an Aktivitat
mindestens 3 Monate in trockenem Zustand verpackt bei +4°C (sehr kiihl) aufbewahren.

Beispiel 7

Ahnliche Ergebnisse wie in den unter Beispiel 1 bis 6 beschriebenen lassen sich auch auf Mikrotestplatten anderer Herkunft erzielen.
Versuche wurden durchgefiihrt mit Mikrotestplatten des VEB MLW Polyplast Halberstadt, der Flow Laboratories sowie mit
Testplatten Dynatech-Microelisa.
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