




























































































































































































































































































Tabelle 9: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:
Variationskoeffizienten [%] unter Beriicksichtigung von Nebenwirkungen

Gesamtes Priifkollektiv [N=34]
Nebenwirkungen
Parameter U-Test
keine / leicht mittel / schwer
Anzahl der Patienten 20 14
TNF-RI [pg/mL] Minimum 0.67 2.57
Maximum 42.33 28.16
Median 15.66 11.75 p=0.1669
Mittelwert 18.03 12.71
Standardabw. 10.75 6.49
TNF-RII [pg/mL] Minimum 2.86 0.19
Maximum 40.98 31.50
Median 14.01 11.93 p=0.1669
Mittelwert 15.95 12.78
Standardabw. 7.89 7.05
TNF-B [pg/mL] Minimum 2.45 5.82
Maximum 92.61 58.47
Hicht BESHribER= Median 26.36 17.18 p=0.5468
fehlende Angabe Mittelwert 31.41 23.34
Standardabw. 25.41 16.95
fehlende Angaben | 1 | D
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Tabelle 10: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:
Mittelwerte unter Beriicksichtigung von Schiiben unter Therapie

Gesamtes Priifkollektiv [N=36]

Schub unter Therapie

Parameter U-Test
nein ja
Anzahl der Patienten 23 13
TNF-RI [Pg/mL] Minimum 520.69 719.64
Maximum 2060.77 1316.72
Median 1089.97 966.72 p=0.1216
Mittelwert 1135.66 985.18
Standardabw. 336.12 160.64
TNF-RII [pg/mL] Minimum 2384.87 26635.60
Maximum 477312 5275.12
Median 3753.56 3723.07 p=0.8177
Mittelwert 3694.64 3636.59
Standardabw. 766.64 714.68
TNF-B [pg/mL] Minimum 16.45 17.86
Maximum 351.84 247.51
nicht bestimmbar = Median 59.34 82.32 p=0.5874
fehlende Angabe Mittelwert 95.78 94.17
Standardabw. 101.62 72.16
fehlende Angaben | 2 [T 1| ]
TNF-B [pg/mL] Minimum 0.00 0.00
Maximum 351.84 247.51
| nicht bestimmbar = 0 | Median 48.93 56.02 p:0.7171
Mittelwert 85.85 82.99
Standardabw. 101.91 75.78
s-ICAM1 [ng/mL] Minimum 566.00 603.08
Maximum 1507.14 826.80
Median 910.00 703.33 p=0.0069
Mittelwert 904.59 710.92
Standardabw. 225.27 69.95
s-VCAM1 [ng/mL] Minimum 660.50 763.33
Maximum 1428.29 1732.92
Median 935.46 1027.42 p=0.2919
Mittelwert 970.41 1054.60
Standardabw. 208.82 240.17
slL-4R [pg/mL] Minimum 404.12 368.13
Maximum 940.29 918.03
Median 799.95 826.46 p=0.9475
Mittelwert 757.97 761.03
Standardabw. 152.44 146.90
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Tabelle 11: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:
Mittelwerte unter Beriicksichtigung von Schiiben unter Therapie

Patienten mit 14-tdgiger Blutentnahme und mindestens 10 Messwerten [N=13]

Schub unter Therapie

Parameter U-Test
nein ja
Anzahl der Patienten 6 7
TNF-RI [pg/mL] Minimum 733.05 719.64
Maximum 1514.82 1126.87
Median 955.24 965.10 p=0.9431
Mittelwert 1028.13 957.33
Standardabw. 265.32 129.84
TNF-RII [pg/mL] Minimum 2475.29 2665.60
Maximum 3753.56 5275.12
Median 3093.21 3503.92 p=0.1747
Mittelwert 3049.05 3644.34
Standardabw. 491.80 880.16
TNF-B [pg/mL] Minimum 27.43 88.02
Maximum 351.84 247.51
nicht bestimmbar = Median 59.34 116.20 p=0.1709
fehlende Angabe Mittelwert 112.62 146.94
Standardabw. 136.63 64.94
fehlende Angaben| 1 | "
TNF-B [pg/mL] Minimum 0.00 0.00
Maximum 351.84 247.51
Lnicht bestimmbar = 0 | Median 43.92 107.78 p=02524
Mittelwert 90.15 125.95
Standardabw. 133.12 81.24
s-ICAM1 [ng/mL] Minimum 636.87 603.08
Maximum 969.90 826.80
Median 808.07 734.33 p=0.3531
Mittelwert 813.54 728.61
Standardabw. 144.27 82.04
s-VCAM1 [ng/mL] Minimum 864.35 892.65
Maximum 1428.29 1732.92
Median 1089.75 1063.64 p=0.8303
Mittelwert 1098.39 1114.78
Standardabw. 191.24 283.83
siL-4R [pg/mL] Minimum 690.97 613.81
Maximum 940.29 849.47
Median 820.69 769.33 p=0.2840
Mittelwert 820.12 758.50
Standardabw. 84.09 88.44
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Tabelle 12: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:
Standardabweichungen unter Beriicksichtigung von Schiiben unter Therapie

Gesamtes Priifkollektiv [N=34]

Schub unter Therapie

Parameter U-Test
nein ja
Anzahl der Patienten 22 12
TNF-RI [pg/mL] Minimum 25.64 4.89
Maximum 435.56 474.87
Median 117.25 149.38 p=0.3581
Mittelwert 162.61 199.70
Standardabw. 111.45 137.13
TNF-RII [pg/mL] Minimum 6.36 77.32
Maximum 1956.24 1164.64
Median 494,75 552.44 p=0.6013
Mittelwert 540.09 554.05
Standardabw. 372.54 281.96
TNF-B [pg/mL] Minimum 1.65 2.97
Maximum 126.50 144.73
nicht bestimmbar = Median 13.19 18.52 p=02120
fehlende Angabe Mittelwert 20.88 29.91
Standardabw. 28.02 39.52
fehlende Angaben| 3 | T
TNF-B [pg/mL] Minimum 0.00 0.00
Maximum 126.50 144.73
} nicht bestimmbar = 0 | Median 12.47 17.46 p=02272
Mittelwert 18.51 28.38
Standardabw. 26.71 38.85
s-ICAM1  [ng/mL] Minimum 5.66 65.77
Maximum 400.65 173.54
Median 126.27 115.15 p=0.5050
Mittelwert 136.35 114.84
Standardabw. 91.57 31.17
s-VCAM1  [ng/mL] Minimum 21.04 50.76
Maximum 381.91 256.22
\< Median 92.80 130.00 p=0.0744
( ’ Mittelwert 116.49 134.56
Standardabw. 85.06 48.84
siL-4R [pg/mL] Minimum 6.53 25.87
Maximum 297.86 166.35
Median 48.94 65.28 p=0.5283
Mittelwert 81.28 75.66
Standardabw. 71.64 44.51
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Tabelle 13: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:

Standardabweichungen unter Beriicksichtigung von Schiiben unter Therapie

Patienten mit 14-tdgiger Blutentnahme und mindestens 10 Messwerten [N=13]

Schub unter Therapie

Parameter U-Test
nein ja
Anzahl der Patienten 6 i
TNF-RI [pg/mL] Minimum 88.51 71.54
Maximum 309.19 317.27
Median 133.75 128.70 p=1.0000
Mittelwert 161.69 158.12
Standardabw. 83.57 82.92
TNF-RII [Pg/mL] Minimum 281.08 267.05
Maximum 779.84 809.19
Median 386.07 562.67 p=0.6171
Mittelwert 465.60 534.83
Standardabw. 203.70 188.12
TNF-p [pg/mL] Minimum 8.20 16.39
Maximum 43.10 144.73
nicht bestimmbar = Median 12.97 19.98 p=00828
fehiende Angabe Mittelwert 17.65 43.74
Standardabw. 14.45 50.42
fehlende Angaben | 1 | '
TNF-B [pg/mL] Minimum 0.00 0.00
Maximum 43.10 144.73
| nicht bestimmbar=0 l Median 10.95 19.50 p=0.1526
Mittelwert 14.36 37.49
Standardabw. 14.83 48.91
s-ICAM1 [ng/mL] Minimum 115.19 65.77
Maximum 234.36 173.54
Median 136.62 118.18 p=0.2840
Mittelwert 149.96 120.42
Standardabw. 45.23 33.97
s-VCAM1 [ng/mL] Minimum 80.46 105.33
Maximum 210.43 256.22
Median 148.88 137.73 p=0.9431
Mittelwert 146.94 149.80
Standardabw. 51.47 52.52
sIL-4R [pg/mL] Minimum 30.77 25.87
Maximum 192.10 74.74
Median 48.78 64.31 p=1.0000
Mittelwert 72.27 56.06
Standardabw. 60.94 17.78
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Tabelle 14: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter:

Variationskoeffizienten [%] unter Beriicksichtigung von Schiiben unter Therapie

Gesamtes Priifkollektiv [N=34]

Schub unter Therapie

Parameter U-Test
nein ja
Anzahl der Patienten 22 12
TNF-RI [pg/mL] Minimum 2.57 0.67
Maximum 31.33 42.33
Median 12.28 15.87 p=0.1766
Mittelwert 14.18 18.88
Standardabw. 8.24 11.19
TNF-RII [Pg/mL] Minimum 0.19 2.86
Maximum 40.98 27.44
Median 12.94 14.68 p=0.4385
Mittelwert 14.66 14.63
Standardabw. 8.56 5.83
TNF-p [pg/mL] Minimum 2.45 9.83
Maximum 92.61 58.47
Hiaht BESHFRBarS Median 16.16 22.16 p=0.5468
fehlende Angabe Mittelwert 28.72 27.99
Standardabw. 25.91 16.92
fehlende Angaben| 3 | 1 T
TNF-B [pg/mL] Minimum 245 9.83
Maximum 236.94 159.25
I el besnimhar =1 I Median 16.67 22,16 p=0.6058
Mittelwert 45,15 39.01
Standardabw. 60.84 43.19
fehlende Angaben| g | 1T
s-ICAM1 [ng/mL] Minimum 0.55 7.95
Maximum 34.45 23.63
Median 15.80 15.88 p=0.6524
Mittelwert 14.92 16.16
Standardabw. 8.18 4,70
s-VCAM1 [ng/mL] Minimum 2.38 6.65
Maximum 39.81 18.31
Median 9.51 12.80 p=0.0869
Mittelwert 12.23 12.79
Standardabw. 8.75 297
slL-4R [pg/mL] Minimum 1.22 3.05
Maximum 43.40 22.51
Median 6.66 8.34 p=0.3971
Mittelwert 11.34 10.42
Standardabw. 11.14 6.09
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Tabelle 15:

Verlaufe der Parameter vor <> wahrend <> nach dem Schub [N=9; *: N=7]

Zeitintervall in Relation zum Schub

Parameter Kennzahl bis 4 Wochen . bis 4 Wochen
wahrend
vor nach
TNF-RI [pg/mL] Minimum 730.32 745.02 662.44
Maximum 1651.64 1694.30 1322.56
Median 928.92 928.52 938.40
Mittelwert 1094.06 1027.03 941.32
Standardabw. 317.83 294 .49 183.73
TNF-RIl [pg/mL] Minimum 2473.52 2374.72 2513.56
Maximum 5999.92 4862.54 5033.24
Median 3536.16 3643.08 3543.40
Mittelwert 3784.36 3551.72 3592.61
Standardabw. 1077.14 853.27 862.59
TNF-p* [pg/mL] Minimum 45.88 50.42 4474
Maximum 548.57 388.38 294 .97
Median 176.90 138.64 122.30
Mittelwert 222.78 175.69 133.36
Standardabw. 184.63 115,52 93.15
s-ICAM1 [ng/mL] Minimum 480.00 556.00 490.00
Maximum 892.00 914.00 878.00
Median 778.00 686.00 604.00
Mittelwert 704.44 722.48 657.78
Standardabw. 169.06 105.40 139.43
s-VCAM1 [ng/mL]  Minimum 814.50 850.88 B77.75
Maximum 1835.00 1426.63 1595.25
Median 1039.75 1083.88 1122.50
Mittelwert 1100.75 1082.31 1138.81
Standardabw. 302.49 174.77 205.86
sIL-4R [pg/mL] Minimum 457.48 615.66 590.64
Maximum 927.80 967.29 908.88
Median 816.84 702.00 780.84
Mittelwert 786.88 753.66 761.40
Standardabw. 141.51 124.55 95.84

112




Tabelle 16: MRT-Daten im Verlauf der Behandlung mit AVONEX®

Anzahl der Lasionen

Statistische Kennzahl kO k1 k2 post Differenz
N 26 24 22 26 26
Minimum 5 6 6 6 -16
Maximum 62 81 61 61 8
Median 23.5 26.5 21.5 215 0.0
Mittelwert 28.0 30.6 25.7 26.5 =1 .5
Standardabweichung 18.2 20.2 16.5 16.6 5.5

Statistische Kennzahl k0O k1 k2 post Differenz
N 26 24 22 26 26
Minimum 41.10 51,52 36.61 36.61 -392.75
Maximum 1506.89 1461.13 1564.13 1564.13 142.29
Median 323.18 351.02 313.60 313.80 -0.88
Mittelwert 446.82 458.42 438.48 411.76 -35.06
Standardabweichung 380.65 368.18 407.59 381.86 127.89

Statistische Kennzahl k0 k1 k2 post Differenz
N 26 24 22 26 26
Minimum 4.83 3.9 3.66 3.66 -9.35
Maximum 34.90 45.25 42.67 42 .67 21,79
Median 1528 14.57 16.58 14.22 -0.36
Mittelwert 16.15 16.63 17.26 16.40 0.25
Standardabweichung 7.73 10.45 11.02 10.93 a.70

Statistische Kennzahl kO k1 k2 post Differenz
N 25 23 21 25 25
Minimum 0 0 0 0 -6
Maximum 8 10 5 5 3
Median 20 1.0 1.0 1.0 -1.0
Mittelwert 2.5 1.8 el 1.2 -1.3
Standardabweichung 2.5 2.3 1.8 1.5 2.1
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Tabelle 17: MRT-Daten unter Beriicksichtigung des Therapieerfolges

Parameter Responder Nonresponder Wilcoxon
Anzahl der Patienten 21 5
Anzahl der Ladsionen (raw data)
e Anzahl an k0 Minimum 5 10
Maximum 62 60
Median 21.0 37.0 p=0.3620
Mittelwert 26.6 34.0
Standardabw. 18.1 19.3
¢ Differenz post — k0 Minimum -12 -16
Maximum 8 3
Median 0.0 0.0 p=0.6708
Mittelwert -1.0 -3.4
Standardabw. 54 1.5
Gesamtzahl der Lasionen vor und/oder
nach Behandlung mit AVONEX® (adjustiert)
Minimum T 15
Maximum a4 117
Median 25.0 40.0 p=0.2547
Mittelwert 34.5 51.8
Standardabw. 24.7 39.4
Anderungsprofil der Lasionen im
Postbefund (adjustiert)
e Abnahmen Minimum 0.0 4.0
Maximum 36.8 38.0
Median 81 13.7 p=0.2546
Mittelwert 11.1 16.4
Standardabw. 10.3 12.8
e Zunahmen Minimum 1.0 5.0
Maximum 28.3 38.9
Median 6.4 14.0 p=0.1816
Mittelwert 9.2 15.9
Standardabw. 7.7 13.6
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Tabelle 19: MRT-Daten unter Beriicksichtigung der Schubrate unter Therapie mit AVONEX®

Parameter Schubrate = 0 Schubrate > 0 Wilcoxon
Anzahl der Patienten 17 9
Anzahl der Lasionen (raw data)
e Anzahl an k0 Minimum 5 9
Maximum 62 60
Median 21.0 36.0 p=0.5529
Mittelwert 26.1 31.6
Standardabw. 17.5 19.9
¢ Differenz post — k0 Minimum -7 -16
Maximum 8 3
Median -2.0 0.0 p=0.8074
Mittelwert -0.8 -2.8
Standardabw. 49 6.8
Gesamtzahl der Lasionen vor und/oder
nach Behandlung mit AVONEX® (adjustiert)
Minimum T 10
Maximum 83 117
Median 25.0 40.0 p=0.4187
Mittelwert 32.7 47.6
Standardabw. 21.3 37.2
Anderungsprofil der Lasionen im
Postbefund (adjustiert)
e Abnahmen Minimum 0.0 1.0
Maximum 30.0 38.0
Median 8.1 13.7 p=0.3883
Mittelwert 10.0 16.1
Standardabw. 8.3 14.0
¢ Zunahmen Minimum 1.0 2.0
Maximum 26.0 38.9
Median 6.4 14.0 p=0.1687
Mittelwert 8.3 14.7
Standardabw. 6.4 12.2
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Tabelle 20: MRT-Daten unter Beriicksichtigung der Schubrate unter Therapie mit AVONEX®

fehlende Angaben

Parameter Schubrate =0 Schubrate > 0 Wilcoxon
Flidche der Lisionen [mm?]
e Flache an kO Minimum 41.10 68.43
Maximum 1333.05 1506.89
Median 347.70 290.06 p=0.9142
Mittelwert 439.84 459.99
Standardabw. 354.40 448.68
e Differenz post — k0 Minimum -193.56 -392.75
Maximum 142.29 96.07
Median 19.29 -31.81 p=0.1958
Mittelwert -7.49 -87.13
Standardabw. 100.26 162.31
Mittlere Lasionsfliche [mm?]
¢ Flache an k0 Minimum 6.39 4.83
Maximum 34.90 25.98
Median 15.53 13.26 p=0.4505
Mittelwert 17.25 14.07
Standardabw. 7.63 7.92
e Differenz post — k0 Minimum -5.06 -9.35
Maximum 21.79 5.11
Median 0.57 -0.37 p=0.3058
Mittelwert 1.18 -1.49
Standardabw. 6.32 4.08
Kontrastmittelanreichernde Herde
e Anzahl an k0 Minimum 0 0
Maximum 8 6
Median 3.0 1.0 p=0.3860
Mittelwert 2.9 1.8
Standardabw. 2.6 2.2
fehlende Angaben| - A e
e Differenz post — k0 Minimum -6 -6
Maximum q 3
Median -1.0 -1.0 p=0.8170
Mittelwert -1.4 -1.1
Standardabw. 2.0 25

116




Tabelle 21: MRT-Daten unter Beriicksichtigung von Nebenwirkungen unter der Therapie mit
AVONEX®

Parameter NW keine / leicht | NW mittel / schwer | Wilcoxon

Anzahl der Patienten 18 8

Anzahl der L3sionen (raw data)

» Anzahl an k0 Minimum 5 9
© Maximum 62 60
Median 26.5 18.5 p=0.7810
Mittelwert 29.3 251
Standardabw. 18.5 18.1
e Differenz post — k0 Minimum -16 -7
Maximum 8 3
Median -2.5 0.0 p=0.7167
Mittelwert -1.8 -0.6
Standardabw. 6.3 3.3

Gesamtzahl der Lasionen vor und/oder
nach Behandlung mit AVONEX® (adjustiert)

Minimum 7 10

Maximum 94 117

Median 32.5 22.5 p=0.5784
Mittelwert 38.3 36.9

Standardabw. 251 35.6

Anderungsprofil der Lasionen im
Postbefund (adjustiert)

o Abnahmen Minimum 0.0 1.0
Maximum 36.8 38.0
Median 9.7 6.5 p=0.5048
Mittelwert 12.7 10.6
Standardabw. 10.3 12.3
e Zunahmen Minimum 1.0 2.0
Maximum 28.3 38.9
Median 8.2 4.6 p=0.3033
Mittelwert 10.7 10.1
Standardabw. 7.8 12.2
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Tabelle 22: MRT-Daten unter Beriicksichtigung von Nebenwirkungen der Therapie mit

AVONEX®
Parameter NW keine / leicht | NW mittel / schwer | Wilcoxon
Flache der Lisionen [mm?]
e Flache an kO Minimum 41.10 68.43
Maximum 1506.89 557.10
Median 42210 264.67 p=0.0710
Mittelwert 532.65 253.70
Standardabw. 421.28 157.82
¢ Differenz post — k0 Minimum _ -281.63 -392.75
Maximum 96.07 142.29
Median 11.51 -31.23 p=0.9778
Mittelwert -35.37 -34.36
Standardabw. 114.40 163.20
Mittlere Lasionsfliche [mm?]
e Fldche an k0 Minimum 6.40 4.83
Maximum 34.90 25.54
Median 18.54 10.28 p=0.0486
Mittelwert 18.12 11.71
Standardabw. 7.51 6.62
o Differenz post — k0 Minimum -5.06 -9.35
Maximum 21.79 4.59
Median 0.09 -1.32 p=0.5977
Mittelwert 0.96 -1.32
Standardabw. 6.21 4.30
Kontrastmittelanreichernde Herde
e Anzahl an k0 Minimum 0 0
Maximum 8 4
Median 2.0 1.5 p=0.3567
Mittelwert 29 1.8
Standardabw. 2.8 1.8
fehlende Angaben | - T =
¢ Differenz post — k0 Minimum -6 -4
Maximum 3 1
Median -1.0 0.0 p=0.2975
Mittelwert -1.6 -0.8
Standardabw. 2.3 1.6
fehlende Angaben | - - =
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Protokolle zur Durchfiihrung der Messungen mittels ELISA

Herstellung der Testlésungen:

Lésung 0 (Coating Buffer):

e Loésung 1 (Blocking Solution):

e Ldésung 2 (Assay Buffer A):

e Loésung 3 (Assay Buffer A):

e \Wasch Buffer:

e Stop Solution 1:

e Stop Solution 2:

8,0g NaCl

1,429 Naz2HPO4 x H20
0,29 KH2 POs4

0,2g KCI

in 1000ml Aqua dest.

0,5g BSA [bovines serum albumin (fraction 5)]
in 100ml Lésung 0

0,5g BSA [bovines serum albumin (fraction 5)]
0,1ml Tween 20
in 100ml Lésung 0

1g BSA [bovines serum albumin (fraction 5)]
0,1ml Tween 20

in 100ml Lésung 0

1ml Tween 20
in 1000ml Lésung 0

5,6ml H2SO4 95-98%
in 100ml Aqua dest.

10ml H2SO4 95-98%
in 80ml Aqua dest.
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Protokoll zur Durchfiihrung des sTNF-R1 und sTNF-R2

Verdinnung des Coating Antibody (AB) auf eine Konzentration von 1,0ug/ml mit
Lésung 0.

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100ul dieser hergestellten
Lésung in alle Wells (Vertiefungen) der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte
Platte bei 2-8°C Uber ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen.

Nach der Inkubationszeit restliche Losung aus den Platten entfernen. Im Anschluss
automatisiertes Waschen der Platte mit 300ul Wasch Buffer und viermaliges
Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges
Abklopfen der noch verbliebenen Flissigkeit.

Pipettieren von 300ul Lésung 1 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

Lyophilisierten Standard in Lésung 3 zu einer Konzentration von 10000pg/ml
aufnehmen. Die weitere Verdiinnung fir die Standard-Verdlinnungsreihe in fetalem
Kélberserum (FKS) zu Konzentrationen von 1600pg/ml, 800pg/ml, 320pg/ml,
128 pg/ml, 51,2 pg/ml, 20,5pg/ml und 8,2 pg/ml. Als Nullwert (Blank) dient FKS.
Kontrolle, laut vial-Beschriftung, in Aqua dest. aufnehmen.

Verdinnung der Kontrollen von sTNF-R1 (c =2,2 + 0,4ng/ml) 1:4 und von sTNF-R2
(c=4,5+0,9ng/ml und ¢ =5,1 £ 1,02ng/ml) 1:10 mit Lésung 2.

Verdinnung des Pools fur sTNF-R1 im Verhéltnis 1:4, fir sTNF-R2 im Verhaltnis
1:15 und die Serumproben beider Rezeptoren im Verhaltnis 1:4 jeweils mit Lésung
2.

Nach Ende der Inkubationszeit von zwei Stunden Wiederholung des oben
beschriebenen Waschvorganges der Mikrotiterplatten.

Im Anschluss werden in jedes Well 100ug der Standards, des Blank, der
Kontrollen, des Pools und der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.
Biotinlayted detection AB (¢ = 500upg/ml) im Verhaltnis 1:1250 mit Lésung 2
verdinnen und je 50ul zusatzlich in jedes Well pipettieren.

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten Uber zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf einem Rotator bei 400 rpm.

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
Steptavidin-HRP (¢ = 1mg/ml) im Verhaltnis 1:2500 mit Lésung 2 verdinnen und je
100ul in jedes Well pipettieren.

120



Inkubation der abgedeckten Mikrotiterplatten tber ein Zeitintervall von 30 Minuten
bei Raumtemperatur auf einem Rotator bei 400 rpm.

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat | und Il zu gleichen Teilen mischen und
jeweils 100ul in jedes Well pipettieren.

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur far ca. 30 Minuten
inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des gréBten Standards (1600pg/ml),
mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als
Referenzfilter 450nm gemessen, 0,7 betragt.

Im Anschluss 100ul Stop Solution zum Beenden der Reaktion in jedes Well
pipettieren.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular
Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm.

Protokoll zur Durchfiihrung des TNF-beta

Verdinnung des Coating AB (600ul ¢ = 100ul/ml) mit 9,4ml Lésung O.

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100ul dieser hergestellten
Lésung in alle Wells (Vertiefungen) der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte
Platte bei 2-8°C Uber ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen.

Nach der Inkubationszeit restliche Losung aus den Platten entfernen. Im Anschluss
automatisiertes Waschen der Platte mit 300ul Wasch Buffer und viermaliges
Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges
Abklopfen der noch verbliebenen Flissigkeit.

Pipettieren von 250ul Lésung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

5ul des Standardproteins mit 495ul Lésung 2 zu einer Konzentration von
1000pg/ml verdiinnen. Die weitere Verdinnung fir die Standardverdinnungsreihe
in fetalem Kalberserum (FKS) zu Konzentrationen von 500pg/ml, 250pg/ml,
63pg/ml, 31pg/ml, 16pg/ml, 8 pg/ml. Als Nullwert (Blank) dient FKS.

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
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Im Anschluss werden in jedes Well 100ug der Standards, des Blank, des Pools und
der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.

HRP-conjugate im Verhaltnis 1:1000 mit Losung 2 verdinnen und jeweils 50pl in
jedes Well pipettieren.

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten Uber vier Stunden bei Raumtemperatur auf
einem Rotator bei 400 rpm.

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat | und Il zu gleichen Teilen mischen und
jeweils 100ul in jedes Well pipettieren.

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur fir ca. 45 Minuten
inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des gréBten Standards (500pg/ml),
mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als
Referenzfilter 450nm gemessen, 0,5 betragt.

Im Anschluss 100ul Stop Solution 2 zum Beenden der Reaktion in jedes Well
pipettieren.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular
Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm.

Protokoll zur Durchfiihrung des sICAM-1

Verdinnung des Coating Antibody auf eine Konzentration von 10ug/ml mit Lésung
0.

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100ul dieser hergestellten
Lésung in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte Platte bei
2-8°C Uber ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen.

Nach der Inkubationszeit restliche Losung aus den Platten entfernen. Im Anschluss
automatisiertes Waschen der Platte mit 300ul Wasch Buffer und viermaliges
Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges
Abklopfen der noch verbliebenen Flissigkeit.

Pipettieren von 250ul Lésung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.
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5ul des Standardproteins mit 495ul Lésung 2 zu einer Konzentration von 10ng/ml
verdinnen. Die weitere Verdinnung fir die Standardverdiinnungsreihe in Sample
Diluent zu Konzentrationen von 5ng/ml, 2,5ng/ml, 1,25ng/ml und 0,63ng/ml. Als
Nullwert (Blank) dient Sample Diluent.

Verdinnung der Serumproben und des Pools im Verhaltnis 1:200 mit Sample
Diluent.

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.

Im Anschluss werden in jedes Well 100ug der Standards, des Blank, des Pools und
der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.

HRP-conjugate im Verhéltnis 1:6000 mit Lésung 2 verdiinnen und jeweils 50pl in
jedes Well pipettieren.

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten Gber zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf einem Rotator bei 400 rpm.

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat | und Il zu gleichen Teilen mischen und
jeweils 100ul in jedes Well pipettieren.

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur fir ca. 15 Minuten
inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des gréBten Standards (5ng/ml), mit
dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als ReferenZzfilter
450nm gemessen, 0,8 betragt.

Im Anschluss 100ul Stop Solution 2 zum Beenden der Reaktion in jedes Well
pipettieren.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular
Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm.

Protokoll zur Durchfiihrung des sVCAM-1

Verdinnung des Coating Antibody auf eine Konzentration von 5ug/ml mit Lésung
0.

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100ul dieser hergestellten
Ldsung in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte Platte bei
2-8°C Uber ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen.
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Nach der Inkubationszeit restliche L6sung aus den Platten entfernen. Im Anschluss
automatisiertes Waschen der Platte mit 300ul Wasch Buffer und viermaliges
Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges
Abklopfen der noch verbliebenen Flissigkeit.

Pipettieren von 250ul Lésung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

25ul des Standardproteins mit 225ul Lésung 2 zu einer Konzentration von
200ng/ml verdiinnen. Die weitere Verdiinnung fiir die Standardverdiinnungsreihe in
Lésung 2 zu Konzentrationen von 100ng/ml, 50ng/ml, 25ng/ml, 12,5ng/ml und
6,3ng/ml. Als Nullwert (Blank) dient Lésung 2.

Verdinnung des Pools im Verhaltnis 1:50 und der Serumproben im Verhéltnis 1:25
mit Lésung 2.

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.

Im Anschluss werden in jedes Well 100ug der Standards, des Blank, des Pools und
der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.

Auflésen des Biotin-Conjugate im Verhaltnis 1:10 mit Lésung 2. Im Anschluss
weitere Verdinnung des Biotin-Conjugate pro Mikrotiterplatte im Verhaltnis 1:750
mit Lé6sung 2 und Streptavidin-HRP im Verhaltnis 1:1250 mit Losung 2.

Die beiden oben genannten Lésungen zu gleichen Teilen mischen und jeweils 50ul
hiervon in jedes Well pipettieren.

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten Uber zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf einem Rotator bei 400 rpm.

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges.
Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat | und Il zu gleichen Teilen mischen und
jeweils 100ul in jedes Well pipettieren.

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur fir ca. 15 Minuten
inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des gréBten Standards (100ng/ml),
mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als
Referenzfilter 450nm gemessen, 0,6 betragt.

Im Anschluss 100ul Stop Solution 2 zum Beenden der Reaktion in jedes Well
pipettieren.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular
Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm.

124



Protokoll zur Durchfiihrung des siL-4R

Verdinnung des Standard buffer diluent 10fach mit Aqua dest.

Vollstandiges Aufnehmen der Standards mit der auf dem Vial beschriebenen
Menge an Standard Buffer Diluent zu einer Konzentration von 1000pg/ml.
Verdinnung des Washing Buffer 200fach mit Aqua dest.

Weitere Verdiinnungen des gleichmaBig aufgelésten Standards in Standard buffer
diluent zu Konzentrationen von 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml und
31,25 pg/ml. Als Nullwert (Blank) dient Standard buffer diluent.

Im Anschluss werden in jedes Well 100ug der Standards, des Blank, des Pools und
der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.

Verdinnung des Biotinylated Antibody (AB) mit Biotinylated Antibody Diluent im
Verhaltnis 1:27,5. Danach 50ul des verdiinnten Biotinylated Antibody in jedes Well
pipettieren.

Die abgedeckte Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubieren
lassen.

Restliche Ldsung aus den Platten entfernen. Im Anschluss automatisiertes
Waschen der Platte mit 300ul Wasch Buffer und dreimaliges Wiederholen des
Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges Abklopfen der noch
verbliebenen FlUssigkeit.

Streptavidin-HRP  (5ul vial) in 500ul HRP Diluent aufnehmen. Weitere
Verdinnungen im Verhaltnis 1:67,7 durchfihren.

100pul des komplett verdiinnten Streptavidin-HRP in jedes Well pipettieren.

Die abgedeckte Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubieren
lassen.

Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorganges.

100ul des gebrauchsfertigen TMB in jedes Well pipettieren und abgedunkelt fir ca.
10 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen.

Beenden der Reaktion mittels 100ul H2SO4 Stop Reagent pro Well.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular
Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm.

125



Herstellernachweis

ELISA-Test

Human TNF-R1 CytoSets™ und Human TNF-R2 CytoSets™
BioSource Europe S.A., Rue de I'Industrie 8, B1400 Nivelles, Belgium

Human sICAM-1 Module Set, human sVCAM-1 Module Set und human
TNF-beta Module Set
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Austria
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Diaclone Research, 1, Bld Fleming, BP 1985, F25000 Besancon

Lésungen und Chemikalien
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Biochrom AG, Leonorenstrasse 2-6, 12247 Berlin
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BioSource Europe S.A., Rue de I'Industrie 8, B1400 Nivelles, Belgium
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Baxter Deutschland GmbH, D85716 UnterschleiBheim
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e NaCl
Carl Roth GmbH & Co, Schoemperlemstr. 1-5, D-76185 Karlsruhe

e Na2HPO4 x H20
Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt

e KH2 POs4
Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt

o KCI
Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt

e H2 S04
Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt

e Bovines Serumalbumin (BSA)
Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt

e Tween 20
Merk-Schuchardt, D-85662 Hohenbrunn

Gerate

e Mikrotiterplatte
Nunc A/S, Kamstrupvej 90, DK-4000 Roskilde, Denmark

e Pipetten
Eppendorf Nethler-Hinz GmbH, Im Borkhausenweg 1, 22339 Hamburg

e Probenréhrchen Nunc Cryo Tube™ Vials
Nunc™ Brand Products, Hagenauerstrasse 21a, 65203 Wiesbaden-
Bieberich
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Probenréhrchen Cellstar PR-Réhrchen
Greiner Labortechnik GmbH, Maybachstrasse 2, 72636 Frickenhausen

Zentrifuge Hettich Rotaxia/RP
Hettich Zentrifugen, Gartenstrasse 100, 78532 Tuttlingen

Automatischer Wascher Behring BEP 1l ELISA Processor Il
Dade Behring Vertriebs GmbH & Co, Am Kronberger Hang 3, D-65824
Schwalbach

Mehrkanalspektrometer Vmax kinetic microplate reader
Molecular Devices, Gutenbergstrasse 10, 85737 Ismaning

Software ELISA-Programm
Medgenix Diagnostic, Biosource GmbH, Lise-Meitner Strasse 4a, 40878

Ratingen
Easia Shaker

Medgenix Diagnostic, Biosource GmbH, Lise-Meitner Strasse 4a, 40878
Ratingen
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