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Tabelle 9: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Variationskoeffizienten [%] unter Berücksichtigung von Nebenwirkungen 
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Tabelle 10: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Mittelwerte unter Berücksichtigung von Schüben unter Therapie 
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Tabelle 11: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Mittelwerte unter Berücksichtigung von Schüben unter Therapie 
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Tabelle 12: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Standardabweichungen unter Berücksichtigung von Schüben unter Therapie 
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Tabelle 13: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Standardabweichungen unter Berücksichtigung von Schüben unter Therapie 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

111 

Tabelle 14: Intraindividuelle statistische Kennzahlen der immunologischen Parameter: 
Variationskoeffizienten [%] unter Berücksichtigung von Schüben unter Therapie 
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Tabelle 15:  
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Tabelle 16: MRT-Daten im Verlauf der Behandlung mit AVONEX 
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Tabelle 17: MRT-Daten unter Berücksichtigung des Therapieerfolges 
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Tabelle 19: MRT-Daten unter Berücksichtigung der Schubrate unter Therapie mit AVONEX 
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Tabelle 20: MRT-Daten unter Berücksichtigung der Schubrate unter Therapie mit AVONEX 
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Tabelle 21: MRT-Daten unter Berücksichtigung von Nebenwirkungen unter der Therapie mit 
AVONEX 
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Tabelle 22: MRT-Daten unter Berücksichtigung von Nebenwirkungen der Therapie mit 
AVONEX 
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Protokolle zur Durchführung der Messungen mittels ELISA 
 

Herstellung der Testlösungen: 

 

 

• Lösung 0 (Coating Buffer):  8,0g NaCl 

1,42g Na2HPO4 x H2O 

0,2g KH2 PO4 

0,2g KCl 

in 1000ml Aqua dest. 

 

• Lösung 1 (Blocking Solution): 0,5g BSA [bovines serum albumin (fraction 5)] 

in 100ml Lösung 0 

 

• Lösung 2 (Assay Buffer A):  0,5g BSA [bovines serum albumin (fraction 5)] 

0,1ml Tween 20 

in 100ml Lösung 0 

 

• Lösung 3 (Assay Buffer A):  1g  BSA [bovines serum albumin (fraction 5)] 

0,1ml Tween 20 

in 100ml Lösung 0 

 

• Wasch Buffer:    1ml Tween 20 

in 1000ml Lösung 0 

 

• Stop Solution 1:   5,6ml H2SO4  95-98% 

in 100ml Aqua dest. 

 

• Stop Solution 2:   10ml H2SO4  95-98% 

in 80ml Aqua dest. 

 

 

 

 



 

 

 

120 

Protokoll zur Durchführung des sTNF-R1 und sTNF-R2 

 

Verdünnung des Coating Antibody (AB) auf eine Konzentration von 1,0µg/ml mit 

Lösung 0. 

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100µl dieser hergestellten 

Lösung in alle Wells (Vertiefungen) der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte 

Platte bei 2-8°C über ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen. 

Nach der Inkubationszeit restliche Lösung aus den Platten entfernen. Im Anschluss 

automatisiertes Waschen der Platte mit 300µl Wasch Buffer und viermaliges 

Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges 

Abklopfen der noch verbliebenen Flüssigkeit. 

Pipettieren von 300µl Lösung 1 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.  

Lyophilisierten Standard in Lösung 3 zu einer Konzentration von 10000pg/ml 

aufnehmen. Die weitere Verdünnung für die Standard-Verdünnungsreihe in fetalem 

Kälberserum (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. 

Verdünnung der Kontrollen von sTNF-R1 (c =2,2 ± 0,4ng/ml) 1:4 und von sTNF-R2 

(c =4,5 ± 0,9ng/ml und c =5,1 ± 1,02ng/ml) 1:10 mit Lösung 2. 

Verdünnung des Pools für sTNF-R1 im Verhältnis 1:4, für sTNF-R2 im Verhältnis 

1:15 und die Serumproben beider Rezeptoren im Verhältnis 1:4 jeweils mit Lösung 

2. 

Nach Ende der Inkubationszeit von zwei Stunden Wiederholung des oben 

beschriebenen Waschvorganges der Mikrotiterplatten. 

Im Anschluss werden in jedes Well 100µg der Standards, des Blank, der 

Kontrollen, des Pools und der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.  

Biotinlayted detection AB (c = 500µg/ml) im Verhältnis 1:1250 mit Lösung 2 

verdünnen und je 50µl zusätzlich in jedes Well pipettieren. 

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten über zwei Stunden bei Raumtemperatur 

auf einem Rotator bei 400 rpm. 

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Steptavidin-HRP (c = 1mg/ml) im Verhältnis 1:2500 mit Lösung 2 verdünnen und je 

100µl in jedes Well pipettieren. 
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Inkubation der abgedeckten Mikrotiterplatten über ein Zeitintervall von 30 Minuten 

bei Raumtemperatur auf einem Rotator bei 400 rpm. 

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat I und II zu gleichen Teilen mischen und 

jeweils 100µl in jedes Well pipettieren. 

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur für ca. 30 Minuten 

inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des größten Standards (1600pg/ml), 

mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als 

Referenzfilter 450nm gemessen, 0,7 beträgt. 

Im Anschluss 100µl 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 Durchführung des TNF-beta 

 

Verdünnung des Coating AB (600µl c = 100µl/ml) mit 9,4ml Lösung 0. 

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100µl dieser hergestellten 

Lösung in alle Wells (Vertiefungen) der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte 

Platte bei 2-8°C über ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen. 

Nach der Inkubationszeit restliche Lösung aus den Platten entfernen. Im Anschluss 

automatisiertes Waschen der Platte mit 300µl Wasch Buffer und viermaliges 

Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges 

Abklopfen der noch verbliebenen Flüssigkeit. 

Pipettieren von 250µl Lösung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.  

5µl des Standardproteins mit 495µl Lösung 2 zu einer Konzentration von 

1000pg/ml verdünnen. Die weitere Verdünnung für die Standardverdünnungsreihe 

in fetalem Kälberserum (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 100µg der Standards, des Blank, des Pools und 

der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.  

HRP-conjugate im Verhältnis 1:1000 mit Lösung 2 verdünnen und jeweils 50µl in 

jedes Well pipettieren. 

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten über vier Stunden bei Raumtemperatur auf 

einem Rotator bei 400 rpm. 

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat I und II zu gleichen Teilen mischen und 

jeweils 100µl in jedes Well pipettieren. 

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur für ca. 45 Minuten 

inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des größten Standards (500pg/ml), 

mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als 

Referenzfilter 450nm gemessen, 0,5 beträgt. 

Im Anschluss 100µl 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 Durchführung des sICAM-1 

 

Verdünnung des Coating Antibody auf eine Konzentration von 10µg/ml mit Lösung 

0. 

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100µl dieser hergestellten 

Lösung in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte Platte bei 

2-8°C über ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen. 

Nach der Inkubationszeit restliche Lösung aus den Platten entfernen. Im Anschluss 

automatisiertes Waschen der Platte mit 300µl Wasch Buffer und viermaliges 

Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges 

Abklopfen der noch verbliebenen Flüssigkeit. 

Pipettieren von 250µl Lösung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.  
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5µl des Standardproteins mit 495µl Lösung 2 zu einer Konzentration von 10ng/ml 

verdünnen. Die weitere Verdünnung für die Standardverdünnungsreihe in Sample 

Diluent zu Konzentrationen von 5ng/ml, 2,5ng/ml, 1,25ng/ml und 0,63ng/ml. Als 

Nullwert (Blank) dient Sample Diluent. 

Verdünnung der Serumproben und des Pools im Verhältnis 1:200 mit Sample 

Diluent. 

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Im Anschluss werden in jedes Well 100µg der Standards, des Blank, des Pools und 

der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.  

HRP-conjugate im Verhältnis 1:6000 mit Lösung 2 verdünnen und jeweils 50µl in 

jedes Well pipettieren. 

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten über zwei Stunden bei Raumtemperatur 

auf einem Rotator bei 400 rpm. 

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat I und II zu gleichen Teilen mischen und 

jeweils 100µl in jedes Well pipettieren. 

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur für ca. 15 Minuten 

inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des größten Standards (5ng/ml), mit 

dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als Referenzfilter 

450nm gemessen, 0,8 beträgt. 

Im Anschluss 100µl 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 Durchführung des sVCAM-1 

 

Verdünnung des Coating Antibody auf eine Konzentration von 5µg/ml mit Lösung 

0. 

Zum Beschichten der Mikrotiterplatte werden jeweils 100µl dieser hergestellten 

Lösung in alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Die abgedeckte Platte bei 

2-8°C über ein Zeitintervall von 12-18 Stunden inkubieren lassen. 
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Nach der Inkubationszeit restliche Lösung aus den Platten entfernen. Im Anschluss 

automatisiertes Waschen der Platte mit 300µl Wasch Buffer und viermaliges 

Wiederholen des Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges 

Abklopfen der noch verbliebenen Flüssigkeit. 

Pipettieren von 250µl Lösung 2 in jedes Well der Mikrotiterplatte. Im Anschluss 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubieren lassen.  

25µl des Standardproteins mit 225µl Lösung 2 zu einer Konzentration von 

200ng/ml verdünnen. Die weitere Verdünnung für die Standardverdünnungsreihe in 

Lösung 2 zu Konzentrationen von 100ng/ml, 50ng/ml, 25ng/ml, 12,5ng/ml und 

6,3ng/ml. Als Nullwert (Blank) dient Lösung 2. 

Verdünnung des Pools im Verhältnis 1:50 und der Serumproben im Verhältnis 1:25 

mit Lösung 2. 

Erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Im Anschluss werden in jedes Well 100µg der Standards, des Blank, des Pools und 

der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.  

Auflösen des Biotin-Conjugate im Verhältnis 1:10 mit Lösung 2. Im Anschluss 

weitere Verdünnung des Biotin-Conjugate pro Mikrotiterplatte im Verhältnis 1:750 

mit Lösung 2 und Streptavidin-HRP im Verhältnis 1:1250 mit Lösung 2. 

Die beiden oben genannten Lösungen zu gleichen Teilen mischen und jeweils 50µl 

hiervon in jedes Well pipettieren. 

Erneute Inkubation der Mikrotiterplatten über zwei Stunden bei Raumtemperatur 

auf einem Rotator bei 400 rpm. 

Danach erneutes Wiederholen des oben beschriebenen Waschvorganges. 

Tetramethylbenzidine (TMB)-Substrat I und II zu gleichen Teilen mischen und 

jeweils 100µl in jedes Well pipettieren. 

Die abgedunkelten Mikrotiterplatten erneut bei Raumtemperatur für ca. 15 Minuten 

inkubieren lassen, so dass die Blauextinktion des größten Standards (100ng/ml), 

mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices, USA) bei 620nm und als 

Referenzfilter 450nm gemessen, 0,6 beträgt. 

Im Anschluss 100µl 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. 
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Protokoll zur Durchführung des sIL-4R 

 

Verdünnung des Standard buffer diluent 10fach mit Aqua dest. 

Vollständiges Aufnehmen der Standards mit der auf dem Vial beschriebenen 

Menge an Standard Buffer Diluent zu einer Konzentration von 1000pg/ml. 

Verdünnung des Washing Buffer 200fach mit Aqua dest. 

Weitere Verdünnungen des gleichmäßig aufgelösten 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 100µg der Standards, des Blank, des Pools und 

der Serumproben in Doppelbestimmung pipettiert.  

Verdünnung des Biotinylated Antibody (AB) mit Biotinylated Antibody Diluent im 

Verhältnis 1:27,5. Danach 50µl des verdünnten Biotinylated Antibody in jedes Well 

pipettieren. 

Die abgedeckte Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur für eine Stunde inkubieren 

lassen. 

Restliche Lösung aus den Platten entfernen. Im Anschluss automatisiertes 

Waschen der Platte mit 300µl Wasch Buffer und dreimaliges Wiederholen des 

Waschvorganges. Nach dem Waschvorgang vorsichtiges Abklopfen der noch 

verbliebenen Flüssigkeit. 

Streptavidin-HRP (5µl vial) in 500µl HRP Diluent aufnehmen. Weitere 

Verdünnungen im Verhältnis 1:67,7 durchführen. 

100µl des komplett verdünnten Streptavidin-HRP in jedes Well pipettieren. 

Die abgedeckte Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubieren 

lassen. 

Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorganges. 

100µl des gebrauchsfertigen TMB in jedes Well pipettieren und abgedunkelt für ca. 

10 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen. 

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

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular 

Devices, USA) bei 450nm und als Referenzfilter 620nm. 
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Herstellernachweis 
 

ELISA-Test 

 

• Human TNF-R1 CytoSets™ und Human TNF-R2 CytoSets™ 

BioSource Europe S.A., Rue de l´Industrie 8, B1400 Nivelles, Belgium 

 

• Human sICAM-1 Module Set, human sVCAM-1 Module Set und human 

TNF-beta Module Set 

Bender MedSystems Diagnostic GmbH, Rennweg 95b, A-1030 Vienna, 

Austria 

 

• sIL-4R ELISA KIT 

Diaclone Research, 1, Bld Fleming, BP 1985, F25000 Besancon 

 

 

Lösungen und Chemikalien 

 

• fetales Kälberserum FKS 

Biochrom AG, Leonorenstrasse 2-6, 12247 Berlin 

 

• Sample Diluent No1 

Bender MedSystems Diagnostic GmbH, Rennweg 95b, A-1030 Vienna, 

Austria 

 

• Tetramethyl Benzidine TMB Peroxidase Substrate System 

KPL Kirkegaard Perry Laboratories, 2 Cessna Court, Gaithersburg, 

Maryland, 20879-4171 USA 

 

• Kontrollen für sTNF-R1 und sTNF-R2 

BioSource Europe S.A., Rue de l´Industrie 8, B1400 Nivelles, Belgium 

 

• Aqua dest. 

Baxter Deutschland GmbH, D85716 Unterschleißheim 
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• NaCl 

Carl Roth GmbH & Co, Schoemperlemstr. 1-5, D-76185 Karlsruhe 

 

• Na2HPO4 x H2O 

Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt 

 

• KH2 PO4 

Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt 

 

• KCl 

Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt 

 

• H2 SO4 

Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt 

 

• Bovines Serumalbumin (BSA) 

Merk K Ga A, D-64271 Darmstadt 

 

• Tween 20 

Merk-Schuchardt, D-85662 Hohenbrunn 

 

 

Geräte 

 

• Mikrotiterplatte 

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

 

• Pipetten 

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

 

• Probenröhrchen Nunc Cryo Tube™ Vials 

Nunc™ Brand Products, Hagenauerstrasse 21a, 65203 Wiesbaden-

Bieberich 
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• Probenröhrchen Cellstar PR-Röhrchen 

Greiner Labortechnik GmbH, Maybachstrasse 2, 72636 Frickenhausen 

 

• Zentrifuge Hettich Rotaxia/RP 

Hettich Zentrifugen, Gartenstrasse 100, 78532 Tuttlingen 

 

• Automatischer Wascher Behring BEP II ELISA Processor II 

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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