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Multiindikator-Teststreifen fiir inmunologische Analysen, ihre Herstellung und Verwendung.

@ Der Multiindikator-Teststreifen fiir immunologische

Analysen, besteht aus (a) fiir die zu analysierende bio-
logische Fliissigkeit neutralen, nicht adsorbierenden
Trigerstreifen aus festem, zusammenhédngendem, nicht
briichigem Material, auf welchen (b) viereckige Testfld-
chen aus wasserunldslichem, pordsem, homogenem,
adsorptionsfihigem, polymerem Material, von der Breite
der Trigerstreifen, in voneinander getrennter Anordnung
nebeneinander befestigt sind. An einem Ende der Streifen
ist eine Grifffliche freigelassen, wobei besagte Testfldchen
jeweils (c) unterschiedliche Antigene in einheitlicher
Verteilung tragen und die durch die Antigene nicht besetz-
ten Bindungsstellen der Testflichen durch (d) fiir die Anti-
gene nicht spezifische Proteine blockiert sind. Die Test-
streifen werden fiir immunologische Analysen verwendet,
durch Inkubierenlassen mit der zu untersuchenden biolo-
gischen Fliissigkeit und dann mit der Losung eines Konju-
gates aus komplementirem Antikorper und kovalent
gebundenem Enzym, Radioisotop, fluoreszierendem Mit-
tel oder Farbemittel.
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PATENTANSPRUCHE (CD), welches aus einem fiir den in der Fliissigkeit zu bestim-
1. Multiindikator-Teststreifen fiir immunologische Ana- menden Antikdrper (B) komplementéren Antikérper (C)
lysen, bestehend aus (a) fiir die zu analysierende biologische und einem an letzteren kovalent gebundenen Enzym, radio-
Fissigkeit neutralen, nicht adsorbierenden Triigerstreifen aktiven Isotop, fluoreszierenden Mittel oder Firbemittel (D)

aus festem, zusammenhéngendem, nicht briichigem Mate- 5 besteht, inkubieren l4sst und danach von dem nicht gebun-
rial, auf welchen (b) viereckige Testfldchen aus wasserunlés-  denen Anteil des Konjugates (CD) durch Waschen befreit,

lichem, pordsem, homogenem, adsorptionsfihigem, poly- und die Anwesenheit und Menge des Antikdrpers (B) unter
merem Material, von der Breite der Trigerstreifen, in von- Ausnutzung der enzymatischen Reaktion, der Radioakti-
einander getrennter Anordnung nebeneinander befestigt vitét, der Fluoreszenz bzw. der Farbe der Komponente (D)
sind, derart, dass an einem Ende der Streifen eine Grifffliche 10 des auf dem Teststreifen gebildeten Stoffes (ABCD)
freigelassen ist, wobei besagte Testflichen jeweils (c) unter- bestimmt.

schiedliche Antigene in einheitlicher Verteilung tragen und
die durch die Antigene nicht besetzten Bindungsstellen der
Testflachen durch (d) fiir die Antigene nicht spezifische Pro-

teine blockiert sind. 15

2. Teststreifen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, BESCHREIBUNG
dass die viereckigen Testfldchen (b) aus wasserunldslichen, Die Verfahren und Methoden sowohl der Radioimmuno-
natiirlichen oder chemisch abgewandelten Kohlehydraten, assay (RIA) als auch der Enzymimmunoassay (EIA) sind aus

insbesondere aus Cellulose, regenerierter Cellulose, Cellulo-  methodologischen Aspekten der Grundlagenforschung ent-
seestern, Celluloseethern oder vernetzten Dextran- und Stér- 20 wickelt worden [E. Engvall und P. Perlmann, Immunochemi-
keprodukten, oder aus vollsynthetischen polymeren Verbin-  stry 8 (1971), 1971]; sie sind allgemein bekannt.

dungen, insbesondere aus der Reihe der Polyvinylverbin- Ganz allgemein sind fiir diese Verfahren und Methoden
dungen, der Polyacrylverbindungen oder der polymeren, drei Schritte charakteristisch:
organischen Kondensationsprodukte, bestehen. 1. Eine relevante Substanz wird kovalent oder durch

3. Teststreifen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 25 Adsorptionskrifte an einen festen Triiger gebunden. Die rele-
dass die viereckigen Testflichen (b) aus Nitrocellulsoe vante Substanz weist eine stabile, dreidimensionale Struktur
bestehen. auf und wird im folgenden als Antigen bezeichnet.

4. Teststreifen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 2. Die gegebenenfalls den entsprechenden Antikérper ent-
dass die Trégerstreifen (a) aus einem nicht pordsem Kunst- haltende, zur Bestimmung vorgesehene Probe wird mit dem
stoff oder aus Glas, Porzellan oder Holz bestehen. 30 Antigen-gebundenen Tréger in Kontakt gebracht; auf diese

5. Teststreifen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, Weise wird die Bindung eines komplementiren Antikdrper-
dass die Trégerstreifen (a) aus Polypropylen oder Polyethylen — molekiils (wenn in der Probe Antikdrper vorhanden sind) an

bestehen. das Antigen bewirkt.
6. Verfahren zur Herstellung der Multiindikator-Test- 3. Die Bindungdes in der Probe enthaltenen Antikdrpers
streifen fiir immunologische Analysen nach einem der 35 an das entsprechende Antigen wird durch Zugabe einer wei-

Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass man jeein  teren bzw. zweiten komplementiren Struktur bestimmt.
Blatt eines wasserunldslichen, porosen, homogenen, adsorp-  Diese komplementére Struktur ist meist ein Antikérper, der

tionsfahigen, polymeren Materials in einer Lésung oder entweder mit einem Enzym oder einem radioaktiven Isotop
Suspension eines jeweils unterschiedlichen Antigens inku- konjugiert ist.
bieren ldsst, die Blétter zur Blockierung von nicht besetzten 40  Der feste Triger besteht in den meisten Fillen aus dem
Bindungsstellen in einer Ldsung von fiir das Antigen nicht eigentlichen Testrohrchen, aus Latex-Partikeln, Sephadex-
spezifischen Proteinen inkubieren ldsst und danach trocknet,  Perlen, Glas-Perlen, Nitrocellulose-Blittern oder auch aus
jedes Blatt in parallele Bahnen schneidet und je eine Bahn intakten Zellen und Geweben [K. Catt und G. W. Tregear,
eines jeden der Blitter auf eine Triigerfolie aus festem, Science 158 (1967), 1570; H. Towbin und Mitarb., Proc. Natl.
zusammenhingendem, nicht briichigem, fiir die zu analysie- 45 Acad. Sci. (USA) 76, (1979), 4350]. Das Antigen, das an
rende biologische Fliissigkeit neutralem, nicht adsorbie- diesen Triger gebunden werden soll, kann ein beliebiges
rendem Material derart befestigt, dass die Bahnen parallel Molekiil, eine subzellulare Struktur, eine Organelle, ein
nebeneinander liegen, und den entstandenen Bahnen-Triger- Enzym, ein Hormon, Lymphokine usw. sein, aber auch eine
folieverbund in parallele Streifen, quer zur Lingsrichtung korpereigene Substanz. Selbst Antikorper kdnnen sich unter
der zuvor befestigten Bahnen schneidet, so dass jeder 50 Umsténden als Antigene verhalten. Der in der Probe enthal-
Streifen in nebeneinander angeordneten, voneinander tene Antikorper ist eine Struktur, die es zu bestimmen gilt.
getrennten viereckigen Testflichen die jeweiligen Antigene Dieses Molekiil kann sowohl in humanem oder tierischem
trégt. Serum oder einer anderen Korperfliissigkeit als auch im Zell-

7. Verfahren zur Herstellung eines Teststreifen-Sets, kulturiiberstand vorhanden sein.
dadurch gekennzeichnet, dass man mehrere Teststreifen 55 Die zweite komplementire Struktur ist in den meisten
nach einem der Anspriiche 1 bis 5 nebeneinander und par- Fillen ein Antikérper mit Spezifitit fiir eine Struktur des in
allel zueinander durch ein in bezug auf die Antigene leeres der Probe enthaltenen Antikérpers. An diese zweite komple-
Ende auf eine gemeinsame Unterlage befestigt. mentire Struktur ist ein Enzym oder radioaktives Isotop

8. Verwendung eines Teststreifens nach einem der gebunden; die Verbindung des Antikdrpers und des Enzyms
Anspriiche 1 bis 5 zur Identifizierung und Quantifizierung 60 bzw. des radioaktiven Isotopes wird im folgenden Konjugat
eines spezifischen Antikorpers (B) in einer zu untersu- genannt. Zur Messung gelangen die Farbverdnderungen
chenden biologischen Fliissigkeit durch eine immunolo- nach Zugabe eines geeigneten Substrates bzw. der radioak-
gische Analyse, dadurch gekennzeichnet, dass man besagten,  tive Zerfall.
unterschiedliche Antigene (A) tragenden Teststreifen in der Daraus wurde in den letzten Jahren ein Verfahren entwik-
zu untersuchenden, allenfalls den Antikérper (B) enthal- 65 kelt, welches in der Literatur als «Dot-Immunoassay» von

tenden Fliissigkeit inkubieren l4sst und danach von den nicht ~ Gordon bekannt ist [europdische Patentanmeldung 63 810;
gebundenen Komponenten der Fliissigkeit durch Waschen J. Gordon und M. Rosenthal, J. Rheumatol. 12 (1985),
befreit, den Teststreifen in einer Losung eines Konjugates 257-264]. Nach diesem Verfahren werden die Antigensub-
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stanzen in Form von kleinen Trépfchen (0,5 pl) auf einen vitit, der Fluoreszenz bzw. der Farbe der Komponente (D)
Nitrocellulosestreifen aufgetragen; die Auswertung der des auf dem oder den Teststreifen gebildeten Stoffes (ABCD)
Ergebnisse wird mit Vorteil durch Densitometrie vorge- bestimmt.
nommen. Im folgenden wird die Erfindung ausfiihrlicher erldutert.
Uberraschenderweise wurde nun ein Verfahren gefunden, 5 Das Blatt, das zur Aufnahme und Bindung der Antigene
durch welches neuartige Multiindikator-Teststreifen dient, kann ganz allgemein aus jedem geeigneten, d. h.
erhalten werden, welche von den den Streifen von Gordon wasserunldslichen, pordsen, homogenen, adsorptionsfa-
innewohnenden Beschrinkungen frei sind und die serien- higen, polymeren Material bestehen. Es eignen sich dazu
weise Durchfiihrung von immunologischen Analysen auf unter anderen, ohne dass diese Aufzihlung abschliessenden

besonders elegante und sichere Art ermoglichen. Insbeson- 10 Charakter haben soll: natiirliche und chemisch abgewandelte
dere k6nnen dabei alle analytischen Schritte, unter gleichen Kohlehydrate, z. B. Cellulose, regenerierte Cellulose (Cellu-

Bedingungen fiir alle Antikérper-Antigen-Bindungen, lose-Chemiefasern), Celluloseester, wie Celluloseacetat,
gleichzeitig durchgefiihrt werden. Nitrocellulose usw., Celluloseether wie hochveretherte Me-
Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung der thylceltulose, Ethylcellulose usw., vernetzte Dextran- und
Multiindikator-Teststreifen ist dadurch gekennzeichnet, dass 15 Stirkeprodukte, sodann vollsynthetische polymere Verbin-
man je ein Blatt eines wasserunldslichen, pordsen, homo- dungen, z. B. aus der Reihe der Polyvinylverbindungen wie
genen, adsorptionsfahigen, polymeren Materials in einer Polyvinylchlorid, Polyvinylacetat, Polyethylen, Polypro-
Losung oder Suspension eines jeweils unterschiedlichen pylen, Polystyrol usw., aus der Reihe der Polyacrylverbin-
Antigens (oder einer jeweils unterschiedlichen, in einem dungen wie die Polyacrylate und Polymethacrylate, die Poly-

lebenden Organismus als Antigen wirkenden Substanz) (A1), 20 acrylamide usw., oder aus der Reihe der polymeren organi-
(A2), (As) usw. inkubieren lisst, die Blitter zur Blockierung schen Kondensationsprodukte, z. B. Polyamide, Polyure-
von nicht besetzten Bindungsstellen in einer Lésung von fiir  thane, Polyester, Polyepoxide usw.

das Antigen oder die Substanz nicht spezifischen Proteinen Bevorzugt werden Blitter aus Nitrocellulose, deren natiir-
inkubieren lisst und danach trocknet, jedes Blatt in parallele  liche Adsorptionsfahigkeit und Bindungsféhigkeit fiir Anti-
Bahnen schneidet und je eine Bahn eines jeden der Blitter 25 gene den Zwecken der Erfindung durchaus gentigen. Bei-

auf einer Trigerfolie aus festem, zusammenhéngendem, spielsweise konnen Blitter aus Nitrocellulose vom Typus
nicht briichigem, fiir die zu analysierende biologische Fliis- HAWG der Firma Millipore Corporation (Bedford, MA/
sigkeit neutralem, nicht adsorbierendem Material derart USA) verwendet werden ; es eignen sich unter anderen solche

befestigt, dass die Bahnen parallel nebeneinander liegen, und  mit einer durchschnittlichen Porengrdsse von 0,01 bis 10 pm,
den entstandenen Bahnen-Trigerfolieverbund in parallele 30 z. B. von 0,5 pm.

Streifen, quer zur Lingsrichtung der zuvor befestigten Die Trigerfolie, auf welcher die einzelnen Antigenbahnen
Bahnen schneidet, so dass jeder Streifen in nebeneinander gebunden werden, kann ganz allgemein aus jedem geeig-
angeordneten, voneinander getrennten viereckigen Test- neten, d. h. festen, zusammenhingenden, nichtbriichigen
flichen die Antigene (A1), (Az2), (A3) usw. tragt. Material, das zudem fiir die zu analysierende biologische

Erhalten werden also Multiindikator-Teststreifen, beste- 35 Fliissigkeit neutral und nicht adsorbierend sein soll,
hend aus (a) fiir die zu analysierende biologische Fliissigkeit bestehen. Es eignen sich dazu unter anderen Folien aus ent-

neutralen, nicht adsorbierenden Trigerstreifen aus festem, sprechenden Kunststoffen, aus Glas, Porzellan, Holz und
zusammenhingendem, nicht briichigem Material, auf dergl. Bevorzugt werden diinne Folien aus nicht porésem
welchen (b) viereckige Testflichen aus wasserunlslichem, Polyethylen oder Polypropylen.

pordsem, homogenem, adsorptionsfihigem, polymerem 4 Gemiss einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfin-
Material, von der Breite der Trigerstreifen, in voneinander dung wird folgendermassen vorgegangen (Fig. 1):
getrennter Anordnung nebeneinander befestigt sind, derart,

dass an einem Ende der Streifen eine Griffflache freigelassen 1. Der feste Triiger, am besten ein Nitrocellulose-Blatt der
ist, wobei besagte Testflichen jeweils (c) ein unterschied- Firma Schleicher und Schuell GmbH (Dassel, BRD) von
liches Antigen (oder eine unterschiedliche, in einem 45 21 x 21 cm, wird mit der Losung oder Suspension der Anti-
lebenden Organismus als Antigen wirkende Substanz) (A1), gensubstanz getrinkt. Die Bindungskapazitét des Trigers
(A2), (A3) usw. in einheitlicher Verteilung tragen und die héngt von der Beschaffenheit der Antigensubstanz ab und

durch das Antigen (A1), (A2), (A3) usw. nicht besetzten Bin- liegt in der Grdssenordnung von 100 pg/cm? und mehr. Die
dungsstellen der Testfldchen durch (d) fiir das Antigen oder Losung oder Suspension enthilt die Antigensubstanz meist

die Substanz nicht spezifische Proteine blockiert sind. s0 im Uberschuss, so dass mehrere Nitrocellulose-Blitter in ein
Die neuen Teststreifen (mit den adsorbierten Antigenen und derselben Losung oder Suspension nacheinander behan-

oder in einem lebenden Organismus als Antigen wirkenden delt werden kénnen.

Substanzen (A1), (A2), (As) usw.) werden zur Identifizierung 2. Das Nitrocellulose-Blatt wird nach einer Inkubations-

und Quantifizierung eines spezifischen Antikdrpers (B) in zeit von 1-2 Stunden aus der Ldsung oder Suspension der

einer zu untersuchenden biologischen Fliissigkeit verwendet, 55 Antigensubstanz herausgenommen und in eine Losung von

indem man besagten oder besagte Teststreifen in der zu Rinderserumalbumin oder Kaninchenserum eingetaucht,

untersuchenden, allenfalls den Antikorper (B) enthaltenden  um die eventuell nicht besetzten Bindungsstellen zu blok-
Fliissigkeit inkubieren lisst und danach von den nicht gebun-  kieren. Danach wird das Blatt getrocknet.

denen Komponenten der Fliissigkeit durch Waschen befreit, 3. Das Nitrocellulose-Blatt wird in ca. 3 mm breite Bahnen
den oder die Teststreifen in einer Losung eines Konjugates 60 geschnitten. Aus einem Blatt erhilt man ca. 60 Bahnen.
(CD), welches aus einem fiir den in der Fliissigkeit zu bestim- 4. Die Schritte 1-3 werden mit weiteren Antigensub-
menden Antikdrper (B) komplementéren Antikdrper (C) stanzen und jeweils einem neuen Nitrocellulose-Blatt wieder-

und einem an letzteren kovalent gebundenen Enzym, radio-  holt. Bindungsbedingungen, Temperatur und pH-Wert
aktiven Isotop, fluoreszierenden Mittel oder Firbemittel (D)  kdnnen der jeweiligen Antigensubstanz individuell ange-
besteht, inkubieren lisst und danach von dem nicht gebun- 65 passt werden.

denen Anteil des Konjugates (CD) durch Waschen befreit, 5. Eine feste Kunststoffolie (beispielsweise aus Polypro-
und die Anwesenheit und Menge des Antikdrpers (B) unter pylen, Hersteller: Papyrus AG, Basel) von 10 X 20 cm wird
Ausnutzung der enzymatischen Reaktion, der Radioakti- mit einem Doppelklebeband versehen, und je eine Bahn der
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mit der Antigensubstanz behandelten Nitrocellulose-Blatter
wird auf die Kunststoffolie aufgeklebt. Die Zwischenab-
stinde der einzelnen Bahnen kénnen frei gewihlt werden;
vorteilhaft ist jedoch eine enge Anordnung mit einem
Abstand von ca. I mm.

6. Die auf solche Weise behandelte Kunststoffolie wird
danach vertikal in einzelne Streifen geschnitten. Jeder
Streifen (ca. 3-4 mm breit) enthilt alle zuvor benutzten Anti-
gensubstanzen. Auf das ganze Nitrocellulose-Blatt errechnet,
ergibt dies 60 mit entsprechenden Bahnen beklebte Kunst-
stoffolien und davon 60 X 60 = 3600 Teststreifen.

Ein typischer Teststreifen ist 8 cm lang, 3 mm breit und
weist 10 Flachen von je 3 X 3 mm mit einem Zwischenab-

stand von jeweils ] mm auf, wobei die untere Hilfte des Strei-

fens alle 10 Teststreifen beherbergt und die obere Hilfte als
Grifflache dient.

Der Teststreifen wird fiir die immunologische Analyse
(EIA) wie folgt verwendet :
- In die Testfliissigkeit wird ein Streifen eingetaucht und
eine Stunde inkubieren gelassen.
~ Nichtgebundene Komponenten der Testfliissigkeit werden
durch Eintauchen des Streifens in mit Wasser oder einer Puf-
ferldsung gefiillte Behilter entfernt. :
- Der Streifen wird in ein Antikorper-Enzym-Konjugat ein-
getaucht und eine Stunde inkubieren gelassen.
- Der nichtgebundene Anteil des Konjugates wird durch
Waschen des Streifens in einem mit Wasser oder einer Puf-
ferldsung gefiillten Behilter entfernt.

- Der Streifen wird in eine Substratlésung eingetaucht. Nach 30

dem Reaktionsablauf werden die Verfarbung (oder andere
Verinderungen) der einzelnen Flichen des Streifens
gemessen.

Beispielsweise wird jeder Teststreifen in ein Réhrchen mit
verdiinntem Serum (meistens Verdiinnungen 1/100 bis
1/1000) eingetaucht und eine Stunde unter gelegentlicher
Bewegung der Streifen inkubieren gelassen. Anschliessend
wird der Streifen in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
Puffer in physiologischer Kochsalzlésung, pH 7,5 (TBS-
Puffer) gewaschen und in der Lésung eines Enzym-Anti-
korper-Konjugates (Verdiinnurig 1/1000) eine weitere
Stunde inkubiert. Nach 15 Minuten Waschvorgang in TBS-
Puffer wird der Streifen in ein fiir das Enzym spezifisches
Substrat eingetaucht und nach 15 Minuten Reaktionsablauf
gewaschen, getrocknet und ausgewertet.

Gegeniiber dem bereits erwihnten sogenannten Dot-
Immunoassay bzw. dem Verfahren nach Gordon zeichnen
sich die erfindungsgemissen Teststreifen und ihre Verwen-
dung durch folgende Vorteile aus:
la) Die kleinen viereckigen Testflichen weisen eine grosst-
mdgliche Homogenitit auf und es kommen daher keine
Randeffekte auf, wie dies bei dem Tropfchen-Verfahren von
Gordon der Fall sein kann.

b) Die auf den Streifen befestigten Testflichen sind zwar
beispielsweise 3 X 3 mm gross, sie konnen aber durchaus auf
eine Grosse von z. B. 0,3 X 0,3 mm miniaturisiert werden.
Dem Gordon-Verfahren sind jedoch durch die Trépfchenko-
aleszenz in dieser Hinsicht Grenzen gesetzt.
¢) Gemiss dem Gordon-Verfahren kdnnen zwar viele
Trépfchen nebeinander aufgetragen werden, die Auftrags-
weise (Adsorption) jedoch muss fiir alle Trépfchen gleich
sein. Das Gordon-Verfahren ist also nicht angezeigt in
Fillen, in welchen ein Antigen (z. B. doppelstrangige DNS)
das Zustandekommen einer kovalenten Bindung erfordert.
Bei Anwendung hoher «Einbacktemperaturen» miissen alle
Tropfchen das gleiche Verfahren unterlaufen, wihrend bei
dem neuen Verfahren jedes Blatt individuell und beliebig
behandelt werden kann. Ein Antigen mit geringer Bindungs-

fahigkeit kann in diesem Verfahren durch wiederholte Trin-

kung eine verbesserte Gesamtbindung erreichen. Mit dem

Dot-Immunoassay ist dies schwierig zu bewerkstelligen.

2. Der Vorteil der neuen Teststreifen bei ihrer Verwen-

5 dung fiir die eigentliche Analyse besteht darin, dass sic aus
einem relativ steifen Material bestehen und somit miihelos
zu handhaben sind; am einen Ende kann man den Streifen
anfassen, mit einem Code versehen, beschriften und beliebig
manipulieren. Die Teststreifen kénnen in Réhrchen einge-

10 taucht, einzelne Streifen oder Gruppen von Streifen von
Hand oder mittels eines «Kamms» aus der Losung
(Rdhrchen oder anderen Behiltern) herausgenommen, unter
dem Wasserstrahl oder durch Eintauchen in eine Waschfliis-
sigkeit gewaschen werden usw. Die fiir das Dot-Immuno-

15 assay zu verwendenden Streifen hingegen werden in horizon-

talen Behiltern inkubiert; die einzelnen Streifen miissen mit

einer Pinzette oder einer anderen Vorrichtung angefasst
werden ; die Waschvorginge sind dementsprechend kompli-
ziert und umstindlich.

3. Beider Auswertung mit blossem Auge sind beide Ver-
fahren, d. h. das Dot-Immunoassay und das vorliegende Ver-
fahren, gleichwertig. Bei der Auswertung durch Densitome-
trie hingegen ist die Ausrichtung des Messungsstrahls im
neuen System problemlos, da eine einheitliche Verteilung des
25 Antigens auf der ganzen Breite des Streifens gewdéhrleistet ist.
Bei dem Dot-Immunoassay von Gordon muss der Messungs-
strahl genau durch die Mitte des Tupfens gehen oder aber
den ganzen Tupfen erfassen und integrieren, ansonsten die
Messung fehlerhaft ist.

Dariiberhinaus besteht nun die Moglichkeit, neue Anti-
gene, die sich noch in der Erforschungsphase befinden,
neben den bereits bekannten Antigenen in die Analyse mit-
einzubeziehen und dadurch eine hhere Zuverlassigkeit der
Aussage zu erreichen.

Betrachtet man abschliessend die Herstellung der Test-
streifen und ihre Verwendung mitsamt der anschliessenden
Auswertung der Ergebnisse, so hat die Erfindung insgesamt
im Vergleich mit den herkémmlichen Methoden eine nicht
zu erwartende, drastische Vereinfachung aller massgeblichen
40 Schritte mit sich gebracht. Zum ersten Mal erdffnet sich

dadurch eine praktische Méglichkeit, aus einer Sammlung

vorgefertigter Antigenbahnen Teststreifen von jeder belie-
bigen Antigenzusammensetzung fiir einzelne Patienten-
gruppen oder spezielle Bedingungen (Epidemien, geo-spezi-

as fische Gegebenheiten) sofort und auf einfache Art anzufer-
tigen.

20

35

Beispiel 1
10 Nitrocellulose-Blitter von 21 X 21 cm werden in

s0 Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffer in physiologi-
scher Kochsalzlésung, pH 7,5 (TBS-Puffer) eingetaucht.
Gleichzeitig werden in 10 Kunststoffbehilter von 23 X 23 cm
je 50 ml der folgenden Antigenldsungen mit einer Pipette
gegeben: (2) Kaninchen-Immunglobulin, (b) Lysat von

ss HeLa-Zellen, (c) Nuklearantigen, (d) Lachs-DNS, (e) Mito-
chondrien, (f) Streptolysin O, (g) Histon, (h) einstrangiges
DNS, (i) normales Kaninchenserum, (j) Kontroll-TBS-
Puffer.

Jedes einzelne der befeuchteten Nitrocellulose-Blitter wird

60 in einen der Kunststoffbehilter (a) bis (j) eingelegt und 2
Stunden bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Nitrocellu-
lose-Bltter (a) bis (h) werden anschliessend (gewlinschten-
falls nach Trocknung) in 3%iges normales Kaninchenserum
eingetaucht, um die freien Bindungsstellen zu blockieren.

65 Nictrocellulose-Blatt (i) wird im urspriinglichen Behilter
belassen. Blatt (j) kommt mit dem Kaninchenserum nicht in
Kontakt und dient als nicht-blockierte Kontrolte. Nach 30
Minuten werden alle Blitter aus den Ldsungen genommen



und luftgetrocknet. Blatt (d) wird in einem Heissluftschrank
bei 80 °C getrocknet.

60 Polypropylenfolien von 10 X 20 cm werden mit doppel-
seitigem Klebeband 665 (Hersteller: Minnesota Mining and
Manufacturing Co., St. Paul, MN/USA) versehen. Die
beklebte Fliche entspricht 4 X 20 cm. Jedes der 10 Nitrocellu-
lose-Blétter wird mit einer Prézisionsschneidemaschine in 3
mm breite Bahnen geschnitten. Aus jedem der 10 Nitrocellu-
lose-Blitter-erhilt man auf diese Weise 60 Bahnen. In der
Reihenfolge (a) bis (j) werden die einzelnen Bahnen auf die
Polypropylenfolie aufgeklebt. Die so erstellten Folienma-
trizen werden sodann vertikal in 3 mm breite Streifen
geschnitten (Abb.3). Auf diese Weise erhilt man 3600 Test-
streifen.

Beispiel 2

Das Verfahren bis zur Herstellung der Streifen ist jenem
von Beispiel 1 identisch. Je 12 fertige Streifen werden in
Form eines Kamms zusammengefasst und auf eine Papp-
unterlage aufgekiebt (Abb. 4), so dass 12 Proben parallel und
gleichzeitig analysiert werden kdnnen.

Beispiel 3

Der Ablauf des Verfahrens ist jenem von Beispiel 1 iden-
tisch. Die Antigensubstanzen sind jedoch folgende Mole-
kiile: (a) Antikorper gegen Maus-p-Kette, (b) Antikdrper
gegen Maus-y1-Kette, (c) Antikorper gegen Maus-y2-Kette,
(d) Antikdrper gegen Maus-y2-Kette, (¢) Antikdrper gegen
Maus-A-Kette, (f) Antikdrper gegen Maus-k-Kette. Alle diese
Antikdrper wurden in Ratten produziert. Fiir die Bestim-
mung des Immunglobulinisotyps wurden die Teststreifen in
Hybridom-Zellkulturen [G. K6hler und C. Milstein, Nature
(London) 56 (1975), 495] und fiir dessen Bestimmung in
kleinen Volumen miniaturisierte Streifen verwendet. Die
Miniaturisierung besteht darin, einerseits Bahnen von 1,5
mm Breite und ausserdem zwei Folien verschiedener Farbe
Riicken an Riicken aufzukleben, um auf diese Weise beide
Seiten des Streifens fiir die Analyse verwenden zu kénnen.
Die verschiedene Folienfarbe dient als Farbcode. Als Strei-
fenbreite wurde 1,5 mm gewihit.

Beispiel 4

Vier R6hrchen (Innendurchmeser 7 mm) werden mit je 2
ml TBS (Tris-gepufferte isotonische Salzlésung, pH 7,5), ent-
haltend 3% Kaninchenserum, gefiillt. Zu zwei R6hrchen
werden je 20 il und zu den anderen zwei Rohrchen je 2 pl
Testserum zugegeben. Je ein Teststreifen wird in ein
Réhrchen eingetaucht und 1 Stunde bei Zimmertemperatur
unter gelegentlicher Bewegung inkubieren gelassen.
Anschliessend werden die Streifen aus den Réhrchen heraus-
genommen und 15 Minuten in Uberschuss TBS (Becherin-
halt 100 ml) gewaschen. Inzwischen werden vier R6hrchen
mit Konjugatlésung (in Kaninchen produzierte Antikorper
mit einer Spezifitit gegen menschliche Immunglobuline, mit
Peroxidase gekoppelt, im Handel von Dakopatts, Kopen-
hagen/Dinemark, erhiltlich) vorbereitet. Zwei der
Réhrchen werden mit einer Verdiinnung (in TBS + 3%
Kaninchenserum) 1/100 und die anderen zwei mit 1/1000
versehen (je 2 ml). Die gewaschenen Streifen werden nach
folgendem Schema in die Konjugatldsungen eingetaucht:
Serum 1/100, Konjugat 1/100; Serum 1/100, Konjugat
1/1000; Serum 1/1000, Konjugat 1/100; Serum 1/1000, Kon-
jugat 1/1000. Nach 45 Minunten werden die Streifen aus der
Konjugatlésung herausgenommen und der nichtgebundene
Anteil des Konjugats in Uberschuss TBS gewaschen (Becher-
inhalt 100 ml). Inzwischen werden vier Rhrchen mit Sub-
stratlosung vorbereitet. Fiir 10 ml Substratlosung werden 0,6
ml 4-Chlornaphthol-Stockldsung (die Stockldsung beinhaltet
3 mg4-Chlornaphthol in 1 m1 Methanol) und 4 pl H202 (30%)

669 265

zu 9,4 ml TBS zugegeben. Je 2 m1 Substrat werden in jedes
Réhrchen pipettiert, und je ein Streifen in deren Inhalt ein-
getaucht. Nach 15 Minuten werden die Streifen aus dem
Rohrchen entfernt und in destilliertem Wasser gewaschen.

s Die Farbreaktion wird entweder mit dem blossen Auge oder
mit dem Densitometer abgelesen. Eine blaugefarbte Flidche
gibt eine positive Reaktion an. In der Regel werden sich nur
einige der Flidchen firben. Diese sind dann fiir den entspre-
chenden Antikdrper positiv.
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Beispiel 5

Ein Test mit neun Seren und einer negativen Kontrolle
wurde duchgefiihrt. Die negative Kontrolle besteht aus 3%
Kaninchenserum, und die eventuelle Farbung einzelner

15 Flichen des Streifens gibt Auskunft iiber eine unspezifische
Bindung des Konjugats. Von den neun Seren waren drei posi-
tive Kontrollen. Unter positiver Kontrolle versteht man
Seren, in welchen Antikorper im voraus nach einer anderen
Methode nachgewiesen worden sind. In diesem Falle han-

20 delte es sich um ein Serum, das positiv fiir anti-DNS-Anti-
kérper war, ein anderes Serum war positiv fiir Streptolysin-
Antikérper und das dritte Serum positiv fiir den Rheuma-
faktor. Sechs Seren waren vorher nicht-analysierte Patienten-
seren, in welchen eine unabhiingige Bestimmung der Anti-

25 kdrper erst nach der Analyse mit dem Teststreifen erfolgte,
um die Korrelation zwischen dem neuen Multiindikator-
Teststreifen und bisherigen Tests festzustellen. Die Ver-
gleichstests waren der Crithidia-Test fiir die anti-DNS-Anti-
korper[L. A. Aarden und R. Smeenk, Immunological

30 Methods, Herausgeber 1. Lerkovits und B. Pernis, Bd. 2, Seite
75 (1981)], der Hamolyse-inhibition-Test fiir die Streptolysin-
Antikorper [K. Kalbak, Acta Med. Scand. 130 (1984), 358]
und ein Enzymimmunoassay in Mikrotiterplatten fiir den
Rheumafaktor [A. Faith und Mitarb., J. Immunol. Methods

35 55 (1982), 169].

Fiir den vorliegenden Test wurden zwei Serumverdiin-
nungen (1/100, 1/1000) und zwei Konjugatverdiinnungen
(1/100, 1/1000) verwendet. Nach der Durchfiithrung des
Tests wurden alle vier Streifen in Betracht gezogen, um

40 falsch positive und falsch negative Aussagen zu vermeiden.

Falsch positiv ist der Test, wenn die Farbung durch eine
unspezifische Bindung erzeugt wird; dies kann unter
Umstinden entweder bei zu hoher Konzentration an irrele-
vanten Serumproteinen oder bei zu hoher Konzentration an

45 Konjugat vorkommen. Falsch negativ ist der Test, wenn die
zu erfolgende Firbung wegen zu hoher Verdiinnung der spe-
zifischen Serumkomponenten oder aber des Konjugats nicht
eintritt.

Die Ergebnisse des obenbeschriebenen Tests lassen sich

50 folgendermassen zusammenfassen:

a) Die drei positiven Kontrolien waren positiv fiir entspre-
chende Reaktionen auch im Multiindikator-Teststreifen.
b) Beiden sechs unbekannten Seren erzielte man folgende
Ergebnisse:

55 Serum 1: positiv fiir Streptolysin,

Serum 2: positiv fiir Streptolysin,

Serum 3: negativ fiir alle getesteten Antigene,
Serum 4: positiv fiir den Rheumafaktor,
Serum 5: negativ fiir alle getesteten Antigene,

60 Serum 6: positiv fiir Streptolysin, den Rheumafaktor und
anti-DNS.

Alle sechs Seren wurden ausserdem auch durch die oben
erwihnten Standardverfahren analysiert und es wurden iden-
tische Aussagen wie mit dem Multiindikator-Teststreifen

65 erzielt. Die Korrelation zwischen den bisherigen Methoden
und dem neuen Test ist also zufriedenstellend.
¢) Die negative Kontrolle (Kaninchenserum) gab negative

Ergebnisse fiir alle Antigene.
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