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Technical Notes and Applications for Laboratory Work
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4. Bestellinformation

Enzyme Linked Immunosorbent
Assay Microplatten aus Polylactat:
Eigenschaften, Vorteile, Anwendungs-
gebiete

Immunologische Testverfahren, insbesondere Enzyme Linked
Immunosorbent Assays (ELISAs) werden in der Laborroutine
Uberwiegend in Microplatten aus Polystyrol durchgefthrt.
Greiner Bio-One bietet hierzu seit Jahren seine bewéhrte
MICROLON® Produktlinie an. Die Oberflache einer nicht modifi-
zierten Microplatte aus Polystyrol (MICROLON® 200 Produkte)
ist hydrophob und bindet vor allem hydrophobe Moleklle. Um
hydrophile Moleklle zu binden, mussen die Microplatten in
einem physikalischen oder chemischen Prozess modifiziert wer-
den (MICROLON® 600 Produkte).

Trotz Austestung verschiedenster Microplatten-Hersteller oder
Polystyrol-Chargen Hersteller bleiben bei manchen Proteinen
die Ergebnisse im ELISA unbefriedigend. Alternativen zu den
klassischen Polystyrol Microplatten waren bis vor kurzem nicht
vorhanden.

ELISA 96 Well Microplatten im 12x8-Streifen-Format von
Greiner Bio-One aus dem neuartigen Werkstoff Polylactat sollen
hier Abhilfe schaffen und neue Versuchsmoglichkeiten bei der
immunologischen Testung von Peptiden, Proteinen oder
Konjugaten erschlieBen. Polylactat (PLA) ist das Polymer der
Milchséaure.
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Es wird Uber das dimere Zwischenprodukt Laktid syntheti-
siert und kann ahnlich wie Polystyrol kunststofftechnisch
verarbeitet werden. Polylactat ist im Gegensatz zu
Polystyrol vollstandig biologisch abbaubar und kann aus
nachwachsenden Rohstoffen gewonnen werden. Die
Bestandigkeit des Polylactats gentgt den Anforderungen
im ELISA. Unter Einwirkung hoher Temperaturen (> 60 °C)
oder hoher Luftfeuchte (> 60 %) wird Polylactat langsam
autokatalytisch abgebaut.

1. Hintergrund und Variationskoeffizient in Polylactat
Microplatten

Die Bindungskapazitat einer Polymeroberflache wird zum
einen durch die chemische Struktur, zum anderen durch
die Oberflacheneigenschaften der Matrix bestimmt. Diese
wiederum hangen vom Herstellprozess ab.

Polylactat kann bei geringen Temperaturen verarbeitet
werden. Dadurch wird die Gefahr von Temperaturschwan-
kungen wahrend der Produktion minimiert. Dieses und die
Polyesterchemie des Materials ergeben einen sehr niedrigen
Hintergrund und Variationskoeffizienten (VK) im Test
(Abbildung 1, VK< 2%).

Abbildung 1:
Variationskoeffizient in einer 96 Well Polylactat Microplatte VK = 1,6)

2. Erweiterter Standardkurvenbereich

Viele ELISA-Systeme beruhen auf mit Antikdrpern be-
schichteten Microplatten. Die Quantifizierung des nachzu-
weisenden Proteins oder Haptens erfolgt anhand eines
Vergleiches mit einer Standardkurve, welche nach
Moglichkeit einen groBen Messbereich umfassen sollte.
Um den Standardkurvenbereich von Polylactat
Microplatten anhand von Immunglobulin G zu ermitteln,
wurden in vergleichenden Testreihen aufgereinigte
Immunoglobulin-Fraktionen gelést in PBS adhasiv an
Polystyrol- und Polylactat-Oberflachen gebunden. Die
Ergebnisse (Abbildung 2) zeigen, dass mit Polylactat
Microplatten im oberen Standardkurvenbereich in jedem
Fall bis zu 5 —10 ug Proteine nachgewiesen werden kén-
nen. Im unteren Bereich werden je nach Beschaffenheit
des spezifischen Immunoglobulins noch Nachweisgrenzen
bis zu 5 ng Protein pro Napfchen erreicht.
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Abbildung 2:

Standardkurve (IgG) in einer 96 Well Polystyrol bzw.
96 Well Polylactat Microplatte

3.EinfluB des pH-Wertes auf die Proteinbindung

Bei der Beschichtung von Polylactat Microplatten mit
unterschiedlicher Proteinen, hier am Beispiel von Immuno-
globulin G, zeigt sich, dass im Bereich zwischen pH 4,5
und pH 9,5 vergleichbare Proteinmengen gebunden wer-
den (Abb. 3). Polylactat Microplatten weisen keine
Beschrankungen hinsichtlich des pH-Wertes auf. Dies ist
insbesondere fur Proteine oder Konjugate von Vorteil, die

HUBERLAB.

committed to science


nmele
Logo


sich nur im schwach sauren oder basischen Bereich I6sen
lassen. Um eine homogene Bindung in den Napfchen der
Microplatten zu gewéhrleisten, missen diese bei niedrigen
pH-Werten beschichtet werden.
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Abbildung 3:
EinfluB des pH Wertes auf die Proteinbindung (IgG) in 96 Well Polylactat
Microplatten

4. Nachweis niedermolekularere Haptene

Niedermolekulare Haptene sind in enzymimmunologischen
Testverfahren schwierig nachzuweisen. Das niedrige Molekular-
gewicht verhindert oft das Erreichen der Detektionsgrenzen.
Mit niedermolekularen Haptenen ist daher die Leistungs-
fahigkeit eines Testsystems besonders leicht aufzuzeigen.
In einem Vergleichstest auf Polystyrol und Polylactat
Microplatten wurde das weit verbreitete Pestizid MCPA
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Abbildung 4:
MCPA Nachweis in 96 Well Polylactat
und 96 Well Polystyrol Microplatten

(Molekulargewicht 200,62 g/Mol) als Hapten untersucht.
Der Vergleich der Standardkurven (Abb. 4) zeigt, dass sich

auf Polylactat Microplatten bei

geringerem Background

geringere Mengen Hapten nachweisen lassen.

5. Technische Daten

Um erfolgreich mit Polylactat Microplatten zu arbeiten,
missen Ubliche ELISA-Protokolle meist nicht veréndert

werden.

Zum Erzielen reproduzierbarer Ergebnisse ist eine Be-
schichtung Uber Nacht und die Verwendung von PBS
Puffer anstatt des Ublichen PBA Puffers empfehlenswert.
Bei kolorimetrischen Tests sollte bertcksichtigt werden,

daB der Farbumschlag

langsamer in

Polylactat

Microplatten als in Polystyrol Microplatten verlauft.
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Abbildung 5:

Tolerances

96 Well =+/-0,20 mm
384 Well =+/-0,15 mm
1536 Well = +/- 0,10 mm

Curvature

96 Well <0,2mm
384 Well <0,15 mm
1536 Well < 0,1 mm

AuBenmaBe und Toleranzen einer Standard Microplatte
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Kat.-Nr.

762 870

Format

96 Well

Produktbeschreibung Stk. pro

Btl./Kart.
Streifen-Platte, 12 x F8 Streifen, F-Boden, Polylactat, 5/100
transparent
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