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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein ELIS-
POT-Verfahren, insbesondere zur In-vitro-Diagnose
und/oder In-vitro-Therapieliberwachung von Infektionen
und/oder Infektionserkrankungen, wobei eukaryotische
Zellen mit einem Antigen inkubiert werden und die Anzahl
an immunkompetenten Zellen gemessen wird, die zumin-
dest zwei verschiedene Zytokine als Reaktion auf das An-
tigen ausscheiden, wobei zur Messung der immunkompe-
tenten Zellen diese zumindest mit Hilfe von zwei verschie-
denen Farbstoffen und zumindest zwei verschiedenen Fil-
tersatzen visualisiert werden, wobei die Filtersatze Schmal-
bandfilter aufweisen.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein ELIS-
POT-Verfahren zur in vitro-Diagnose und/oder in vit-
ro-Therapieliberwachung von Infektionen und/oder
Infektionserkrankungen sowie ein diesbezlgliches
Kit.

[0002] Der sogenannte ,Enzyme-linked immu-
nospot assay" (ELISPOT) wird unter anderem zur
Messung der antigenspezifischen Aktivitat von Blut-
zellen verwendet. Der Test wird Ublicherweise in Mi-
krotiterplatten mit 96 Kavitaten durchgefihrt, wobei
jede Kavitat am Boden eine Membran tragt, auf der
sich bei positivem Ausfall des Tests eine lokale Farb-
reaktion um einzelne aktivierte Zellen ausbildet. Die
Auswertung geschieht durch einfaches Auszahlen
der Punkte oder unter Einsatz von digitalen Bildverar-
beitungssystemen, wobei neben der Anzahl der
Punkte auch die GroRe und Intensitat der Punkte
quantifiziert werden kann. Die Farbreaktion beruht
auf dem Nachweis von lokal gebildeten Botenstoffen,
die Uber Membran gekoppelte primare Antikérper ge-
bunden werden. Diese lokal gebundenen Botenstoffe
werden dann durch die Bindung eines zweiten, ge-
gen den gleichen Botenstoff gerichteten Antikérpers,
der direkt oder indirekt mit einer Farbreaktion gekop-
pelt wird, visualisiert.

[0003] Bisher wurde bei der Aktivitatsmessung von
Zellen ausschlieBlich die Anzahl der reaktiven Zellen
gemessen, um daraus Ruckschlisse auf ihre Aktivi-
tat ziehen zu kénnen. Diesbezlglich wurde jedoch er-
kannt, dass es nicht so sehr, bzw. nicht nur auf die
Anzahl der reagierenden Zellen, sondern vor allem
auch auf die Qualitat der Reaktion der einzelnen Zel-
len ankommt. So kénnen einzelne Zellen sehr unter-
schiedlich auf das gleiche Antigen reagieren, was
sich in der Quantitat der abgegebenen Botenstoffe
und damit in der Quantitdt der im vorherigen Ab-
schnitt erwahnten Farbreaktion jeder einzelnen Zelle
manifestiert. In der EP 0 957 359 A2 wird daher ein
ELISPOT-Verfahren beschrieben, bei welchem nicht
nur die Anzahl der reaktiven Zellen ermittelt wird,
sondern auch die Intensitat der Gesamtreaktion. Dies
erlaubt wesentlich weitergehende Schlisse auf die
Aktivitat der Zellen.

[0004] Grundsatzlich erlaubt das in der EP 0 957
359 A2 beschriebene Verfahren auch die Messung
von Zellen, die in Gegenwart eines Antigens unter-
schiedliche Botenstoffe ausscheiden. Hierfiir wird ge-
gebenenfalls eine entsprechende Anzahl unter-
schiedlicher Chemolumineszenz- oder Fluoreszenz-
farbstoffe verwendet.

[0005] Ein grundsatzliches Problem des ELIS-
POT-Verfahrens besteht jedoch hinsichtlich der ge-
zielten Erfassung von Zellen, die in Gegenwart eines
Antigens zwei oder mehrere verschiedene Botenstof-
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fe ausscheiden. Das Problem besteht insbesondere
darin, diese Zellen von anderen Zellen, die lediglich
einen Botenstoff ausscheiden, getrennt zu erfassen.

[0006] Wie bereits einleitend erwahnt, beruht die
Messung von Zellen im Rahmen des ELISPOT-Ver-
fahrens in der Regel auf Farbreaktionen, die auf Che-
molumineszenz- oder Fluoreszenz-Eigenschaften
entsprechender Farbstoffe zurlickgehen. Die zur
Chemolumineszenz- bzw. Fluoreszenz-Messung Ub-
licherweise verwendeten Filtersysteme beruhen ge-
wohnlich auf einem einzigen Filtersatz, der bezuglich
der Anregung und der Emission eines Farbstoffes nur
fur Licht eines bestimmten Wellenlangenbereiches
durchlassig ist. Zwar kommen mittlerweile auch so-
genannte Dualfilter zum Einsatz. Nachteilig hierbei ist
jedoch, dass diese Filter fur einen verhaltnismaRig
breiten Spektralbereich durchlassig sind. Da Farb-
stoffe allgemein auch aufierhalb ihres dealen"
Spektralbereiches Licht absorbieren und emittieren
kénnen, wirde der Einsatz von Dualfiltern bei der
Messung von Zellen, die zwei oder mehrere verschie-
dene Botenstoffe ausscheiden, zu einer erheblichen
Einschrankung der Messgenauigkeit fihren. Ver-
starkt wird dieses Problem dadurch, dass die Boten-
stoffe gewdhnlich in unterschiedlichen Mengen von
besagten Zellen ausgeschieden werden.

[0007] Die Erfindung stellt sich daher die Aufgabe,
ein ELISPOT-Verfahren bereitzustellen, welches aus
dem Stand der Technik bekannte Nachteile vermei-
det und insbesondere fiir eine sensitive Messung von
Zellen geeignet ist, welche zwei oder mehrere ver-
schiedene Botenstoffe ausscheiden.

[0008] Diese Aufgabe wird erfindungsgemal gelost
durch ein ELISPOT-Verfahren, insbesondere zur in
vitro-Diagnose und/oder in vitro-Therapielberwa-
chung von Infektionen und/oder Infektionserkrankun-
gen, wobei eurkaryotische Zellen mit einem Antigen
inkubiert werden und die Anzahl an immunkompeten-
ten Zellen gemessen wird, die zumindest zwei ver-
schiedene Zytokine als Reaktion auf das Antigen
ausscheiden, wobei zur Messung der immunkompe-
tenten Zellen diese zumindest mit Hilfe von zwei ver-
schiedenen Farbstoffen und zumindest zwei ver-
schiedenen Filtersatzen visualisiert werden, wobei
die Filtersatze Schmalbandfilter aufweisen.

[0009] Durch die Erfindung wird ein ELISPOT-Ver-
fahren bereitgestellt, welches eine selektive Erfas-
sung von Immunzellen, die zwei oder mehrere ver-
schiedene Zytokine ausscheiden, gegeniber ande-
ren Immunzellen, die lediglich einen Zytokintyp aus-
scheiden, erlaubt. Die selektive Messung besagter
Immunzellen beruht erfindungsgemaf auf der Ver-
wendung von verschiedenen Filtersatzen mit
Schmalbandfiltern, deren begrenzte Transmission
(Durchlassigkeit) fir Anregungs- und Emissionslicht
von Farbstoffen eine selektive Erfassung von Farb-
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stofflumineszenzen, vorzugsweise Farbstofffluores-
zenzen, ermoglicht (Schmalbandfilter sind Bandpal3-
filter, die nur fur einen engen Spektralbereich durch-
I&ssig sind). Mit besonderem Vorteil kann dadurch
vermieden werden, dass Lumineszenzen verschie-
dener Farbstoffe interferieren und insbesondere
schwache Lumineszenzen von starken Lumineszen-
zen uberlagert werden. Dadurch wird eine im Ver-
gleich zu den aus dem Stand der Technik bekannten
ELISPOT-Verfahren deutlich erhdhte Sensitivitat fur
Immunzellen erreicht, die in Gegenwart eines Anti-
gens zwei oder mehrere verschiedene Zytokine aus-
scheiden. Die im Rahmen der Erfindung zum Einsatz
kommenden Schmalbandfilter sind an sich bekannt.
Sie wurden bisher allerdings lediglich auf dem Gebiet
der Spurenanalytik eingesetzt.

[0010] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform werden pro Filtersatz Schmalbandfilter
verwendet, die jeweils komplementar zu den spektra-
len Eigenschaften eines der Farbstoffe sind. Dadurch
kdnnen in vorteilhafter Weise die bereits erwahnten
Lumineszenziiberlagerungen vermieden werden.

[0011] Erfindungsgemaf kann es grundsatzlich vor-
gesehen sein, dass die Filtersatze neben Schmal-
bandfiltern auch Breitbandfilter aufweisen. Bevorzugt
werden jedoch zur Visualisierung der immunkompe-
tenten Zellen Filtersatze verwendet, die ausschlief3-
lich Schmalbandfilter aufweisen. In einer weiteren
Ausfuhrungsform wird pro Filtersatz mit zwei Schmal-
bandfiltern gearbeitet. Erfindungsgemal ist es insbe-
sondere vorgesehen, dass jeder Filtersatz aus zwei
Schmalbandfiltern besteht.

[0012] Pro Filtersatz wird mit verschiedenen
Schmalbandfiltertypen gearbeitet. Vorzugsweise wird
pro Filtersatz ein Schmalband-Anregungsfilter und
ein Schmalband-Sperrfilter verwendet. Der Schmal-
band-Anregungsfilter besitzt zweckmaligerweise
eine moglichst hohe Durchlassigkeit (Transmission)
fur Licht, welches zur Lumineszenzanregung der
Farbstoffe vorgesehen ist. Im Falle von Fluoreszenz
wird typischerweise langerwelliges (energiearmes)
Licht von diesem Schmalband-Filtertyp zuriickgehal-
ten und steht daher fir eine Anregung der Farbstoffe
nicht zur Verfigung. Der Schmalband-Sperrfilter
weist normalerweise eine hohe Durchlassigkeit fur
das von den Farbstoffen emittierte Licht auf. Im Falle
der Fluoreszenz wird daher das kurzwellige (energie-
reiche) Anregungslicht méglichst vollstandig elimi-
niert.

[0013] In den Filtersatzen werden gemaR einer wei-
tergehenden Ausfiihrungsform verschiedene
Schmalband-Anregungsfilter eingesetzt, insbeson-
dere solche Anregungsfilter, welche flir verschiedene
Wellenlangenbereiche des Lichts durchlassig (trans-
missiv) sind. Besonders bevorzugt werden in den Fil-
tersatzen Schmalband-Anregungsfilter verwendet,
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die fur im Wesentlichen nicht Gberlappende Wellen-
langenbereiche des Lichts durchlassig sind, insbe-
sondere des kurzwelligen Lichts.

[0014] In einer weiteren Ausfiihrungsform werden in
den Filtersatzen verschiedene Schmalband-Sperrfil-
ter verwendet, insbesondere solche Sperrfilter, wel-
che fur verschiedene Wellenlangenbereiche des
Lichts durchlassig sind. Vorzugsweise sind die in den
Filtersatzen verwendbaren Schmalband-Sperrfilter
fur im Wesentlichen nicht tUberlappende Wellenlan-
genbereiche des Lichts, insbesondere des langer-
welligen Lichts, durchldssig.

[0015] Im Rahmen des erfindungsgemafRen Verfah-
rens kénnen grundsatzlich alle Farbstoffe verwendet
werden, welche hierfur geeignete Lumineszenzei-
genschaften aufweisen. Gewdhnlich werden Chemo-
lumineszenz- oder Fluoreszenz-Farbstoffe verwen-
det. Bevorzugt kommen Fluoreszenz-Farbstoffe zum
Einsatz. Entsprechend wird im Rahmen des erfin-
dungsgemalfien Verfahrens normalerweise die Che-
molumineszenz oder Fluoreszenz, vorzugsweise
Fluoreszenz, der Farbstoffe gemessen.

[0016] Als mogliche Fluoreszenz-Farbstoffe kénnen
im Rahmen des erfindungsgemafen Verfahrens ins-
besondere Cumarinderivate, Rhodaminderivate, Au-
raminderivate, Cyanine, Phycoerythrin, Allophycocy-
anin und Fluoreszeinisothiocyanat verwendet wer-
den. Cyanine, insbesondere Cyanin 3 (Cy3) und Flu-
oreszeinisothiocyanat sind besonders bevorzugt.

[0017] Bevorzugt werden im Rahmen des erfin-
dungsgemalien Verfahrens Fluoreszenz-Filtersatze
verwendet. Bei den verwendbaren Fluoreszenzfiltern
kann es sich um Kombinationen von Farbglasern
(Absorptionsfiltern) und Interferenzfiltern handeln.
Bevorzugt kommen Interferenzfilter zum Einsatz.

[0018] GemalR einer weiteren bevorzugten Ausfih-
rungsform werden daher zur Visualisierung der im-
munkompetenten Zellen zumindest ein Filtersatz mit
Schmalbandfiltern fir Fluoreszeinisothiocyanat und
zumindest ein Filtersatz mit Schmalbandfilter fiir Cy-
anin 3 verwendet. Der Schmalbandfilter, der fur die
Anregung von Fluoreszeinisothiocyanat vorgesehen
ist, weist vorzugsweise eine Durchlassigkeit fur Licht
im Wellenlangenbereich zwischen 460 und 500 nm
auf. Entsprechend weist der Schmalbandfilter, der fur
die Emission von Fluoreszeinisothiocyanat vorgese-
hen ist, bevorzugt eine Durchlassigkeit fur Licht im
Wellenlangenbereich zwischen 512 und 542 nm auf.
Der bevorzugte Lichtdurchlassigkeitsbereich fir ei-
nen Schmalbandfilter, der fur die Anregung von Cya-
nin 3 vorgesehen ist, liegt im Wellenlangenbereich
zwischen 541 und 551 nm. Der Lichtdurchlassigkeits-
bereich fir einen Schmalbandfilter, der fir die Emis-
sion von Cyanin 3 vorgesehen ist, liegt vorzugsweise
in einem Wellenlangenbereich zwischen 572 und 647
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nm.

[0019] Im Rahmen des erfindungsgemafen Verfah-
rens werden gewohnlich Filtersatze verwendet, die
neben den Schmalbandfiltern einen sogenannten
Strahlteiler aufweisen. Der Strahlteiler sorgt mit be-
sonderem Vorteil fUr eine optimale Lichtfihrung. So
wird im Falle von Fluoreszenz kurzwelliges Licht re-
flektiert, wohingegen langwelliges Licht den Strahltei-
ler nahezu ungehindert passieren kann. Dadurch
wird einerseits das Anregungslicht in Richtung der
Farbstoffe ,umgelenkt". Andererseits wirkt der
Strahlteiler in besonders vorteilhafter Weise als zu-
satzliche Sperre fir kurzwelliges, bei der Visualisie-
rung der immunkompetenten Zellen stérendes Licht.
Erfindungsgemal ist es insbesondere vorgesehen,
dass die im Rahmen des erfindungsgemafen Ver-
fahrens verwendbaren Schmalbandfilter, insbeson-
dere ein Schmalband-Anregungsfilter und ein
Schmalband-Sperrfilter, zusammen mit einem
Strahlteiler eine funktionelle Einheit bilden und vor-
zugsweise mechanisch in einem einzigen Element,
dem sogenannten Filterblock, integriert werden. Das
erfindungsgemafe Verfahren kann daher insbeson-
dere mit zumindest zwei Filterblécken der vorstehend
beschriebenen Art durchgefiihrt werden.

[0020] Weiterhin kénnen die Filtersatze auf einem
vorzugsweise drehbaren Filterrad angeordnet sein.
Die Drehung des Filterrads kann beispielsweise mit
einem Schrittmotor erreicht werden.

[0021] Wie bereits erwahnt, besteht ein wesentli-
cher Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens da-
rin, dass je nach Schmalbandfilter spezifisch die Lu-
mineszenz eines Farbstoffes mit entsprechenden
spektralen Eigenschaften, insbesondere Absorpti-
ons- und Emissionsmaxima, erfasst werden kann,
ohne dass es zu einer stérenden Uberlagerung mit
einer Lumineszenz eines anderen Farbstoffes
kommt. Entsprechend ist es bevorzugt, dass zur Vi-
sualisierung der immunkompetenten Zellen die Lumi-
neszenzen der Farbstoffe getrennt voneinander ge-
messen werden. Dies bedeutet, dass pro Testansatz,
insbesondere pro Kavitat oder Loch bzw. Vertiefung
einer Mikrotiterplatte, im Rahmen des erfindungsge-
maRen Verfahrens zur Visualisierung der immunkom-
petenten Zellen zumindest zwei zweidimensionale
Bilder erzeugt werden. Die zweidimensionalen Bilder
werden gewohnlich dadurch erzeugt, dass bei der Vi-
sualisierung der immunkompetenten Zellen unmittel-
bar erzeugte Farbbilder optisch vergréert und in
Bildpunkte zerlegt werden, die von einem Lesegerat
getrennt erfasst und ausgewertet werden. Die Bild-
punkte kdénnen als Zeilen abgelesen werden. Ein
Computer kann dann aus den erhaltenen linearen
Werten ein zweidimensionales Bild zusammenset-
zen. Im Rahmen des erfindungsgemaflen Verfahrens
werden zur Messung der immunkompetenten Zellen
vorzugsweise zumindest zwei bei der Visualisierung
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erzeugte zweidimensionale Bilder Ubereinander ge-
legt. Durch das Ubereinanderlegen der Bilder, wel-
ches insbesondere mit Hilfe einer geeigneten Soft-
ware erfolgen kann, kénnen mit besonderem Vorteil
die zu messenden immunkompetenten Zellen identi-
fiziert und so von anderen Zellen unterschieden wer-
den.

[0022] Grundsatzlich kann zur Visualisierung der
immunkompetenten Zellen die Anzahl von auf einer
Untersuchungsflache auftretenden Spots bestimmt
werden. Alternativ oder in Kombination dazu wird be-
vorzugt die Farbintensitat einzelner Spots oder Uber-
lappender Spots, gegebenenfalls auch von Farbun-
gen, die die gesamte Untersuchungsflache bede-
cken, quantitativ gemessen. Besonders bevorzugt
wird die Untersuchungsflache in eine Vielzahl von
Einzelpunkten zerlegt, die Farbintensitat jedes Ein-
zelpunktes getrennt gemessen und die gemessenen
Intensitatswerte addiert. Erfindungsgemaf kann es
insbesondere vorgesehen sein, dass 1 bis 2 Millio-
nen, insbesondere ca. 1,5 Millionen, Bildpunkte (Pi-
xel) pro Untersuchungsflache erfasst werden. Die Er-
fassung der Bildpunkte kann beispielsweise mit Hilfe
einer Kamera erfolgen. Fir die Messung der Farbin-
tensitat eines Einzelpunktes auf der Untersuchungs-
flache stehen mit besonderem Vorteil zwischen 200
und 300, insbesondere zwischen 220 und 260, vor-
zugsweise ca. 256 Abstufungen (Grauwerte) zur Ver-
fugung. Die Verarbeitung und Auswertung der Bild-
punkte kann beispielsweise mit einem Lesegerat vor-
genommen werden. Vorzugsweise wird die Gesamt-
zahl der Bildpunkte sowie insbesondere ihre Intensi-
tat mit Hilfe eines sogenannten Image-Analyzers ge-
messen. Dadurch ist eine Messung der gesamten
Farbung, bezogen auf die Untersuchungsflache oder
einen bestimmten Teil davon, méglich. Als Referenz-
wert kann eine ungefarbte Stelle auf der Untersu-
chungsflache, gegebenenfalls auch einer anderen
Untersuchungsflache, dienen. Das Maf} fur die Ge-
samtaktivitat, d. h. die Gesamtintensitat der Reaktio-
nen aller Blutzellen auf der Untersuchungsflache auf
ein definiertes Antigen, ergibt sich dann aus der An-
zahl der angeregten (gefarbten) Pixel, multipliziert
mit dem Farbwert (beispielsweise Graustufe zwi-
schen 0 und 256) jedes angeregten Pixels. Dieses
Produkt wird zweckmafigerweise durch 1000 geteilt,
um einfach handhabbare Zahlenwerte (Einheiten) zu
erhalten. Die Erfassung und Auswertung der Bild-
punkte erfolgt vorzugsweise von oben, d. h. oberhalb
der Untersuchungsflache. Die Verarbeitung zu einem
zweidimensionalen Bild erfolgt, wie bereits erwahnt,
gewodhnlich mit Hilfe von Computertechniken.

[0023] Gewodhnlich werden fir den Inkubations-
schritt eukaryotische Zellen humanen oder tierischen
Ursprungs verwendet. Bevorzugt kommen humane
Zellen zum Einsatz. Die eukaryotischen Zellen stam-
men in der Regel aus einem biologischen Untersu-
chungsmaterial. Bei dem Untersuchungsmaterial
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kann es sich insbhesondere um Korperflissigkeiten,
beispielsweise Blut, Lymphe, Gelenkflissigkeit
und/oder Schleimabsonderungen handeln. Bei dem
Untersuchungsmaterial kann es sich zum Beispiel
um eine Blutprobe, einen Cervix-Abstrich oder um
eine Bronchiallavage handeln. Blutproben werden
bevorzugt verwendet. Entsprechend ist es erfin-
dungsgemal bevorzugt, dass Blutzellen als eukaryo-
tische Zellen verwendet werden. Bei den Blutzellen
kann es sich insbesondere um B-Lymphozyten,
T-Lymphozyten, Granulozyten, dendritische Zellen,
Makrophagen und/oder Erythrozyten handeln.

[0024] Vorzugsweise werden die eukaryotischen
Zellen vor der Inkubation mit dem Antigen angerei-
chert, beispielsweise von Erythrozyten befreit. Die
Anreicherung der eukaryotischen Zellen kann mit Hil-
fe der hierfur Ublicher Weise zur Verfligung stehen-
den zelluldren Anreicherungstechniken durchgefuhrt
werden. Beispielsweise kénnen die eukaryotischen
Zellen durch Zentrifugation, insbesondere Gradien-
ten-Zentrifugation, angereichert werden. Fur die Gra-
dienten-Zentrifugation kdnnen beispielsweise Zu-
cker-Gradienten verwendet werden. In einer weiter-
gehenden Ausfiihrungsform werden die eukaryoti-
schen Zellen, vorzugsweise vor der Inkubation mit
dem Antigen, von Blutserum, insbesondere autolo-
gem Blutserum, befreit. Dies geschieht gewoéhnlich
ausgehend von einer gewonnenen Blutprobe durch
Abtrennung des fliissigen Blutanteils von zellularen
Bestandteilen. Bezlglich der zellularen Bestandteile
und geeigneter Abtrennungstechniken wird auf die in
diesem Absatz gemachten Angaben Bezug genom-
men.

[0025] Das erfindungsgemaRe Verfahren wird ge-
wohnlich auf einer hierfir geeigneten Untersu-
chungsflache, insbesondere in einem Untersu-
chungsgefaly, durchgefuhrt. Bei der Untersuchungs-
flache kann es sich beispielsweise um Loch- oder
Vertiefungsbéden (Wells) von sogenannten Loch-
oder Mikrotiterplatten handeln. Derartige Loch- bzw.
Mikrotiterplatten sind kommerziell erhaltlich, insbe-
sondere mit unterschiedlichen Loch- bzw. Vertie-
fungszahlen. So kann das erfindungsgemale Ver-
fahren beispielsweise mit Hilfe einer 96-Lochplatte
durchgefihrt werden. Pro Loch der Mikrotiterplatte
koénnen bis zu einer Million Zellen eingesetzt werden.
Im Blut sind eine Million Zellen gewoéhnlich in einem
Milliliter Blut enthalten, so dass im Falle einer
96-Lochplatte ca. 96 ml eingesetzt werden kdnnen.
Die Mikrotiterplatten kdnnen weiterhin einen Vertie-
fungsdurchmesser von ca. 5 mm aufweisen, was ei-
ner Grundflache von etwa 20 mm? entspricht. Die ver-
wendete Untersuchungsflache ist zweckmaRigerwei-
se eben. Dadurch kénnen lokale Konzentrationsun-
terschiede bei der Durchfiihrung des erfindungsge-
maRen Verfahrens vermieden werden. AufRerdem
eignen sich ebene Untersuchungsflachen grundsatz-
lich besser fur die Erzeugung von zellularen Einfach-
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schichten (Monolager). Typische Materialien, aus de-
nen geeignete Untersuchungsgefale bestehen kon-
nen, sind beispielsweise Polystyrol, Polyvinyliden-
difluorid (PVDF), Nitrocellulose und Nylon.

[0026] In einer bevorzugten Ausfihrungsform wer-
den zur Messung der immunkompetenten Zellen zu-
mindest zwei verschiedene Abfangmolekile und zu-
mindest zwei verschiedene Detektionsmolekile ein-
gesetzt. Die Abfang- und Detektionsmolekiile sind
vorzugsweise jeweils spezifisch fur eines der ausge-
schiedenen Zytokine. Typischerweise wird pro aus-
geschiedenes Zytokin ein Abfangmolekil und ein
entsprechendes Detektionsmolekil verwendet. Die
Abfang- und Detektionsmolekile binden gewdhnlich
an verschiedenen Stellen der ausgeschiedenen Zy-
tokine. Dadurch werden in der Regel ternare Kom-
plexstrukturen aus Abfangmolekilen, ausgeschiede-
nen Zytokinen und Detektionsmolekulen gebildet. Als
Abfang- und Detektionsmolekile werden in der Re-
gel Antikérper, sogenannte Abfang-Antikdrper und
Detektions-Antikorper, eingesetzt. Bei den Abfang-
und/oder Detektionsmolekilen kann es sich insbe-
sondere um mono- und/oder polyklonale Antikérper
handeln. Monoklonale Antikérper sind bevorzugt.
Vorzugsweise sind die im Rahmen des erfindungsge-
maRen Verfahrens einsetzbaren Detektionsmolekiile
jeweils mit einem der Farbstoffe markiert. Die Markie-
rung beruht meistens auf kovalenten Bindungen. Ge-
wohnlich bilden die Detektionsmolekiile eine Konju-
gatverbindung mit den Farbstoffen, wobei die Detek-
tionsmolekile und die Farbstoffe vorzugsweise kova-
lent miteinander verbunden sind.

[0027] Erfindungsgemal kann es weiterhin vorge-
sehen sein, dass die Anzahl an immunkompetenten
Zellen gemessen wird, die zumindest zwei verschie-
dene Zytokine aus der Gruppe Interferone, Interleuki-
ne, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrose-
faktoren und Chemokine ausscheiden. Insbesondere
wird die Anzahl an immunkompetenten Zellen ge-
messen, die zumindest ein Interferon und zumindest
ein Interleukin ausscheiden.

[0028] Vorzugsweise werden im Rahmen des erfin-
dungsgemalien Verfahrens immunkompetente Zel-
len gemessen, die sowohl Interferon-y als auch Inter-
leukin-2 ausscheiden. Bevorzugt handelt es sich bei
diesen Zellen um T-Zellen (T-Lymphozyten), insbe-
sondere T,,,-Zellen, vorzugsweise davon abgeleitete
Gedéachtniszellen. Uberraschenderweise konnte nun
festgestellt werden, dass dieser Zelltyp wahrend den
verschiedenen Phasen einer Infektion in unterschied-
lichen Mengen in Kdrperflissigkeiten, insbesondere
Blut, anwesend ist. So konnten grofRe Mengen dieses
Zelltyps vor allem in Blutproben von Testpersonen er-
mittelt werden, die entweder an einer latenten Infek-
tion litten oder aber bei denen bereits eine Infektion
Uber einen langeren Zeitraum abgeklungen war, so
dass die Infektion im Wesentlichen als Uberstanden
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angesehen werden konnte. Typischerweise wiesen
die Blutproben dieser Personen einen Anteil zwi-
schen 30 und 50% oder mehr des besagten Zelltyps
auf, bezogen auf die in der Probe enthaltene Ge-
samtzahl an Zellen. Dagegen wiesen Blutproben von
Personen, die an einer akuten Infektion litten, einen
deutlich geringeren Anteil des fraglichen Zelltyps auf.
In der Regel wiesen mit Hilfe des erfindungsgema-
Ren Verfahrens untersuchte Blutproben von Testper-
sonen mit einer akuten Infektion einen Anteil des
fraglichen Zelltyps zwischen 10 und 20% auf, bezo-
gen auf die in der Blutprobe enthaltene Gesamtzahl
an Zellen. Somit eignet sich die Messung von immun-
kompetenten Zellen, welche sowohl Interferon-y als
auch Interleukin-2 ausscheiden, in besonders vorteil-
hafter Weise fir eine Beurteilung des Immunstatus,
insbesondere zur Unterscheidung zwischen akuten
Infektionen einerseits und latenten oder Gberstande-
nen Infektionen andererseits. Zusatzlich eignet sich
die Messung von immunkompetenten Zellen, welche
Interferon-y und Interleukin-2 ausscheiden, zur Impf-
kontrolle. Kénnen viele Zellen dieses Zelltyps nach-
gewiesen werden, bedeutet dies einen guten Impf-
status.

[0029] Als mogliche Antigene kénnen im Rahmen
des erfindungsgemalen Verfahrens grundsatzlich
alle Fremdstoffe, insbesondere Allergene, Mitogene
und/oder Erregertypen, verwendet werden. Bevor-
zugt wird fur die Inkubation der eukaryotischen Zellen
zumindest ein Erregertyp, insbesondere zumindest
ein Infektionserregertyp, als Antigen verwendet. Die
in Betracht kommenden Antigene sind in aller Regel
mikrobiellen Ursprungs, insbesondere bakteriellen,
viralen und/oder fungiden Ursprungs. Als mdgliche
Antigene viralen Ursprungs koénnen grundsatzlich
Epstein-Barr-Viren, Zytomegalie-Viren, Influenza-Vi-
ren, Herpes-Simplex-Viren, Mums-Viren, Rubella-Vi-
ren, Adenoviren, Enteroviren, Coxsackie-Viren, Vari-
zella-Zoster-Viren und/oder Hepatitis-Viren verwen-
det werden. Bevorzugt werden Fragmente von Erre-
gertypen, insbesondere Erregerepitope als Antigene
verwendet. Bei den Epitopen handelt es sich insbe-
sondere um Peptide, vorzugsweise Oligopeptide.
Geeignete Epitope kénnen aus 5 bis 25, insbesonde-
re 9 bis 11, Aminosaureeinheiten aufgebaut sein. In
einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden zur In-
kubation der eukaryotischen Zellen zumindest ein
Antigen aus der Gruppe PPD, RD 1, RD 2, ESAT 6,
CFP 10, MPT 41, MTB 64, PPE 44, OSP A, OSP B,
OSP C, OSP D, OSP E, VIsE, p58, p 100 Dbp A, HPV
L1, HPV E1 bis E7, Influenza H1 bis H15, HCV, HBV
core AG NS2-6, Chlamydien MOMP1 und 2 verwen-
det.

[0030] Gemal einer besonders bevorzugten Aus-
fuhrungsform wird zur Inkubation der eukaryotischen
Zellen zumindest ein Tuberkulose spezifisches Anti-
gen, insbesondere aus der Gruppe PPD, RD 1, RD 2,
MPT 64, MTB 41 und PPE 44, eingesetzt. In einer

2009.04.30

weiteren bevorzugten Ausflihrungsform wird zur In-
kubation der eukaryotischen Zellen zumindest ein
Borreliose spezifisches Antigen, insbesondere aus
der Gruppe VISE, OSP A, OSP B, OSP C, OSP D und
OSP E, verwendet.

[0031] Bei den Infektionen bzw. Infektionserkran-
kungen, welche mit Hilfe des erfindungsgemalen
Verfahrens in vitro diagnostiziert bzw. deren Thera-
pieverlauf in vitro Uberwacht werden kann, handelt es
sich insbesondere um Tuberkulose, Borreliose, Influ-
enza, Hepatitis A bis E, Herpes-Simplex und/oder um
durch Zytomegalie-Viren (ZMV), Epstein-Barr-Viren
(EBV) und/oder um durch Papilloma-Viren, insbeson-
dere humane Papilloma-Viren (HPV), verursachte In-
fektionen und/oder Infektionserkrankungen.

[0032] Das erfindungsgemafle Verfahren eignet
sich dartber hinaus vorzugsweise zur Beurteilung
des Immunstatus, insbesondere zur Unterscheidung
zwischen akuten Infektionen einerseits und latenten
oder Uberstandenen Infektionen andererseits. Wie
bereits erwahnt, konnte erfindungsgemal gezeigt
werden, dass akute Infektionen durch eine geringe
Anzahl von immunkompetenten Zellen charakteri-
siert sind, welche sowohl Interferon-y als auch Inter-
leukin-2 ausscheiden (sezernieren), insbesondere im
Verhaltnis zu Zellen, die nur Interferon-y ausschei-
den. Bei latenten Infektionen liegen die Verhaltnisse
dagegen gerade umgekehrt.

[0033] Je nach Infektion bzw. Infektionserkrankung
sind unterschiedliche Bezeichnungen fiir den Infekti-
onsstatus gebrauchlich. So spricht man beispielswei-
se im Falle der Tuberkulose von akuten und latenten
Infektionen bzw. Infektionserkrankungen. Akute Tu-
berkulose stellt ein aktives Stadium der Erkrankung
dar. Patienten, die an einer akuten Tuberkulose lei-
den, produzieren Tuberkulose-Erreger und sind in-
fektids. Latente Tuberkulose-Infektionen sind in die-
sem Kontext nicht infektidés. Es sind gewoéhnlich zu-
mindest direkt keine Tuberkulose-Erreger nachweis-
bar. Bei der Borreliose werden dagegen normaler-
weise die Bezeichnungen aktive und chronische In-
fektionen bzw. Infektionserkrankungen verwendet.
Erfindungsgemal ist es besonders bevorzugt, dass
die Uberpriifung des Immunstatus durch Messung
der bereits erwahnten immunkompetenten Zellen
vorgenommen wird, welche sowohl Interferon-y als
auch Interleukin-2 in Gegenwart eines Antigens aus-
scheiden. Weiterhin eignet sich das Verfahren auch
zur Impfprognose oder zur Beurteilung des Impfsta-
tus. Mit Hilfe des erfindungsgemafen Verfahrens
kann daher mit besonderem Vorteil Gberprift werden,
ob ein ausreichender Impfschutz besteht oder gege-
benenfalls eine Nachimpfung erforderlich ist. Bezlg-
lich weiterer Merkmale und Einzelheiten wird daher
auf die bisherige Beschreibung verwiesen.

[0034] Die vorliegende Erfindung betrifft schlieRlich
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noch einen ELISPOT-Kit, insbesondere zur in vit-
ro-Diagnose und/oder in vitro-Therapietiberwachung
von Infektionen und/oder Infektionserkrankungen,
wobei der Kit zumindest eine Komponente zum Mes-
sen von immunkompetenten Zellen aufweist, die in
Gegenwart eines Antigens zumindest zwei verschie-
dene Zytokine ausscheiden. Als mogliche Kompo-
nenten fur den erfindungsgemafRen Kit kommen vor
allem geeignete Untersuchungsgefale, Abfangmole-
kile, Detektionsmolekile, Antigene, Farbstoffe und
Filtersatze mit Schmalbandfilter in Betracht. Bezlg-
lich weiterer Merkmale und Einzelheiten beziiglich
dieser Komponenten wird auf die bisherige Beschrei-
bung Bezug genommen.

[0035] Weitere Einzelheiten und Merkmale der Er-
findung ergeben sich aus der nachfolgenden Be-
schreibung der Darstellung des erfindungsgemafen
Verfahrens anhand von zwei Beispielen in Verbin-
dung mit den Unteranspriichen. Hierbei kénnen die
jeweiligen Merkmale fiir sich alleine oder zu mehre-
ren in Kombination miteinander verwirklicht sein.

Beispiel 1:
Nachweis von Tuberkulose-Erreger

[0036] Zur Durchfiihrung des Verfahrens wird eine
96-Lochplatte verwendet. Zunachst werden Anti-An-
tikdrper als Abfangmolekile aus den Béden der Ver-
tiefungen der Lochplatte immobilisiert. Die verwende-
ten Anti-Antikorper sind dabei spezifisch gegen die
Antikdrper von Tuberkulose-Erreger spezifische Anti-
korper sezernierenden Zellen gerichtet. Danach wird
PPD als Tuberkulose-Erreger auf dem Boden der
Vertiefungen immobilisiert. Zusatzlich oder alternativ
dazu kénnen auch Peptide vom sogenannten RD1-
und RD2-Komplex benutzt werden. Des Weiteren
kénnen auch weitere Proteine von Mycobacterium
Tuberculosum (38 kD, 41 kD, 44 kD, 64 kD) einge-
setzt werden. AnschlieBend werden pro Vertiefung
100.000 bis 250.000 PBMCs (peripheral blond mono-
nuclear cells) hinzugegeben. Die Inkubation der Blut-
zellen (zusammen mit den Tuberkulose-Erregern)
wird wahrend eines Zeitraums von ca. 18 Stunden
bei ca. 37°C vorgenommen. Danach werden die Zel-
len dekantiert und die Lochplatte mehrfach gewa-
schen. Anschlielend wird ein gegen Interleukin-y ge-
richteter Antikdrper, der mit Fluoreszeinisothiocyanat
kovalent markiert ist, und ein gegen Interleukin-2 ge-
richteter Antikdrper, der mit Cy3 kovalent markiert ist,
hinzugegeben. Es wird eine erneute Inkubation bei
ca. 37°C wahrend 4 bis 12 Stunden vorgenommen.
AnschlieBend werden nicht gebundene Farbstoff
markierte Antikdrper von dem Lochplattenboden der
96-Lochplatte abgespililt. Es werden dann die Fluo-
reszenzen der Farbstoffe gemessen. Zu diesem
Zweck werden pro Loch der Lochplatte zwei Bilder
erzeugt, eines im grinen Spektralbereich (griine Flu-
oreszenz von Fluoreszeinisothiocyanat) und eines im
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roten Spektralbereich (rote Fluoreszenz von Cy3).
Dadurch wird gewahrleistet, dass weder schwache
griine noch schwache rote Fluoreszenzen durch ent-
sprechende starke rote bzw. starke griine Fluores-
zenzen uberlagert werden. AnschlieRend werden die
Bilder Ubereinander gelegt. Dadurch kénnen immun-
kompetente Zellen identifiziert und insbesondere
quantifiziert werden, die sowohl Interferon-y als auch
Interleukin-2 ausscheiden. Betragt der Anteil der Zel-
len, die sowohl Interferon-y als auch Interleukin-2
ausscheiden, weniger als 30%, bezogen auf die Ge-
samtzahl der insgesamt untersuchten Zellen, stam-
men die Zellen von Patienten, die an einer akuten Tu-
berkulose leiden. Liegt der Anteil dieses Zelltyps Uber
30%, insbesondere Uber 30 bis 50% oder mehr, so
stammen die Zellen insgesamt von Patienten, die
entweder an einer latenten Tuberkulose-Infektion lei-
den oder von Patienten mit einer bereits Uberstande-
nen Infektion.

Beispiel 2:
Nachweis von Borrelien

[0037] Zur Durchfiihrung des Verfahrens wird eine
96-Lochplatte verwendet. Auf den Béden der Vertie-
fungen der Lochplatte werden Anti-Antikdrper immo-
bilisiert, die spezifisch gegen die Antikérper von Bor-
relien spezifische Antikérper sezernierenden Zellen
gerichtet sind. AnschlieRend werden Borrelien spezi-
fische Antigene, beispielsweise die Peptide OSP A,
OSP B, OSP C und/oder VISE inneres Flaggelin
Fragment benutzt. Die Borrelien spezifischen Antige-
ne werden mit einer Konzentration von 1 bis 10 pg/ml
auf den Bbéden der Vertiefungen gekoppelt. Danach
werden pro Vertiefungen 100.000 bis 250.000
PBMCs (peripheral blond mononuclear cells) hinzu-
gegeben. Die Blutzellen werden (zusammen mit den
Borrelien spezifischen Antigenen) wahrend eines
Zeitraums von ca. 18 Stunden bei ca. 37°C inkubiert.
Danach werden die Blutzellen dekantiert und die
Lochplatte mehrfach gewaschen. Anschlielend wird
ein gegen Interleukin-y gerichteter Antikdrper, der mit
Fluoreszeinisothiocyanat kovalent markiert ist, und
ein gegen Interleukin-2 gerichteter Antikdrper, der mit
Cy3 kovalent markiert ist, hinzugegeben. Es wird
eine erneute Inkubation bei ca. 37°C wahrend 4 bis
12 Stunden vorgenommen. AnschlieRend werden
nicht gebundene Farbstoff markierte Antikérper von
dem Lochplattenboden der 96-Lochplatte abgespililt.
Es werden dann die Fluoreszenzen der Farbstoffe,
wie unter Beispiel 1 beschrieben, gemessen. Betragt
der Anteil der Zellen, die sowohl Interferon-y als auch
Interleukin-2 ausscheiden, weniger als 30%, bezo-
gen auf die Gesamtzahl der insgesamt untersuchten
Zellen, stammen die Zellen von Patienten, die an ei-
ner aktiven Borreliose leiden. Liegt der Anteil dieses
Zelltyps uber 30%, insbesondere Uber 30 bis 50%
oder mehr, so stammen die Zellen insgesamt von Pa-
tienten, die entweder an einer chronischen Borrelio-
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se-Infektion leiden oder von Patienten mit einer be-
reits Uberstandenen Infektion.

Beispiel 3:

Nachweis einer akuten HPV Infektion aus einem Cer-
vixabstrich

[0038] Zur Durchfiihrung des Verfahrens wird eine
96-Lochplatte verwendet. Auf den Boden der Vertie-
fungen der Lochplatte werden Anti-Antikérper immo-
bilisiert, die spezifisch gegen die Antikorper von HPV
spezifische Antikdrper sezernierenden Zellen gerich-
tet sind. Als HPV spezifische Antigene werden HPV
L1 und HPV E2 bis E7 verwendet. Die HPV spezifi-
schen Antigene werden mit einer Konzentration von
1 bis 10 pg/ml auf den Bdden der Vertiefungen ge-
koppelt. Danach werden pro Vertiefungen 100 bis
1000 Zellen eines gewaschenen Cervixabstriches
hinzugegeben. Die Zellen werden (zusammen mit
den HPV spezifischen Antigenen) wahrend eines
Zeitraums von ca. 18 Stunden bei ca. 37°C inkubiert.
Danach werden die Zellen dekantiert und die Loch-
platte mehrfach gewaschen. Anschlieftend wird ein
gegen Interleukin-y gerichteter Antikorper, der mit
Fluoreszeinisothiocyanat kovalent markiert ist, und
ein gegen Interleukin-2 gerichteter Antikorper, der mit
Cy3 kovalent markiert ist, hinzugegeben. Es wird
eine erneute Inkubation bei ca. 37°C wahrend 4 bis
12 Stunden vorgenommen. AnschlieBend werden
nicht gebundene Farbstoff markierte Antikrper von
dem Lochplattenboden der 96-Lochplatte abgespuilt.
Es werden dann die Fluoreszenzen der Farbstoffe,
wie unter Beispiel 1 beschrieben, gemessen. Betragt
der Anteil der Zellen, die sowohl Interferon-y als auch
Interleukin-2 ausscheiden, weniger als 30%, bezo-
gen auf die Gesamtzahl der insgesamt untersuchten
Zellen, stammen die Zellen von Patienten, die an ei-
ner akuten/aktiven HPV-Infektion leiden. Liegt der
Anteil dieses Zelltyps Uber 30%, insbesondere tber
30 bis 50% oder mehr, so stammen die Zellen insge-
samt von Patienten, die entweder an einer gegebe-
nenfalls bereits iber Monate persistierenden Infekti-
on leiden oder von Patienten mit einer bereits Uber-
standenen Infektion.

[0039] Die in den Beispielen 1 bis 3 durchgefiihrten
Fluoreszenzmessungen werden jeweils mit zwei Fil-
tersatzen durchgefuhrt, die jeweils aus einem
Schmalband-Anregungsfilter und einem Schmal-
band-Sperrfilter zusammengesetzt sind. Bei den ver-
wendeten Filtern handelt es sich um reine Interfe-
renZzfilter.

[0040] Der eine Filtersatz enthalt einen Schmal-
band-Anregungsfilter mit einer Durchlassigkeit zwi-
schen 460 und 500 nm und einen Schmal-
band-Sperrfilter mit einer Durchlassigkeit zwischen
512 und 542 nm. Diese Schmalbandfilter sind an die
spektralen Eigenschaften von Fluoreszeinisothiocya-
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nat angepasst.

[0041] Der andere Filtersatz enthalt einen Schmal-
band-Anregungsfilter mit einer Durchlassigkeit zwi-
schen 541 und 551 nm und einen Schmal-
band-Sperrfilter mit einer Durchlassigkeit zwischen
572 und 647 nm. Diese Schmalbandfilter sind kom-
plementéar zu den spektralen Eigenschaften von Cya-
nine 3.
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Patentanspriiche

1. ELISPOT-Verfahren, insbesondere zur in vit-
ro-Diagnose und/oder in vitro-Therapietberwachung
von Infektionen und/oder Infektionserkrankungen,
wobei eukaryotische Zellen mit einem Antigen inku-
biert werden und die Anzahl an immunkompetenten
Zellen gemessen wird, die zumindest zwei verschie-
dene Zytokine als Reaktion auf das Antigen aus-
scheiden, wobei zur Messung der immunkompeten-
ten Zellen diese zumindest mit Hilfe von zwei ver-
schiedenen Farbstoffen und zumindest zwei ver-
schiedenen Filtersatzen visualisiert werden, wobei
die Filtersatze Schmalbandfilter aufweisen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass pro Filtersatz Schmalbandfilter ver-
wendet werden, die jeweils komplementar zu den
spektralen Eigenschaften eines der Farbstoffe sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass zur Visualisierung Filtersatze
verwendet werden, die ausschlieRlich Schmalbandfil-
ter aufweisen.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass pro Filter-
satz mit zwei Schmalbandfiltern gearbeitet wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass pro Filter-
satz mit verschiedenen Schmalbandfiltertypen gear-
beitet wird.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass pro Filter-
satz ein Schmalband-Anregungsfilter und ein
Schmalband-Sperrfilter verwendet wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass in den Fil-
tersatzen verschiedene Schmalband-Anregungsfilter
verwendet werden, insbesondere Schmalband-Anre-
gugsfilter, die flur verschiedene, vorzugsweise sich im
Wesentlichen nicht tberlappende, Wellenlangenbe-
reiche des Lichts durchldssig sind.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass in den Fil-
tersatzen verschiedene Schmalband-Sperrfilter ver-
wendet werden, insbesondere Schmalband-Sperrfil-
ter, die fur verschiedene, vorzugsweise sich im We-
sentlichen nicht Uberlappende, Wellenlangenberei-
che des Lichts durchlassig sind.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Visu-
alisierung der immunkompetenten Zellen mit zwei Fil-
tersatzen gearbeitet wird, insbesondere einem Filter-
satz mit Schmalbandfilter flr Fluoreszeinisothiocya-
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nat und einem Filtersatz mit Schmalbandfilter fir Cy-
anine 3.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Mes-
sung der immunkompetenten Zellen zumindest zwei
bei der Visualisierung erzeugte zweidimensionale Bil-
der Ubereinandergelegt werden.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Mes-
sung der immunkompetenten Zellen zumindest zwei
verschiedene Abfangmolekile und zumindest zwei
verschiedene Detektionsmolekiile eingesetzt wer-
den.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Mes-
sung der immunkompetenten Zellen zumindest zwei
Detektionsmolekiile eingesetzt werden, die jeweils
mit einem der Farbstoffe markiert sind.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die An-
zahl an immunkompetenten Zellen gemessen wird,
die zumindest zwei Zytokintypen aus der Gruppe In-
terferone, Interleukine, Koloniestimulierende Fakto-
ren, Tumornekrosefaktoren, Chemokine und Lym-
phokine ausscheiden.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die An-
zahl an immunkompetenten Zellen gemessen wird,
die zumindest ein Interferon und zumindest ein Inter-
leukin ausscheiden.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die An-
zahl an immunkompetenten Zellen, insbesondere
T-Zellen, vorzugsweise T,,-Zellen, gemessen wird,
die Interferon-y und Interleukin-2 ausscheiden.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Inku-
bation der eukaryotischen Zellen zumindest ein Erre-
gertyp, insbesondere ein Infektionserregertyp, vor-
zugsweise ein Epitop davon, als Antigen verwendet
wird.

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch kennzeichnet, dass zur Inkuba-
tion der eukaryotischen Zellen zumindest ein Antigen
aus der Gruppe PPD, RD 1, RD 2, ESAT 6, CFP 10,
MPT 41, MTB 64, PPE 44, OSP A, OSP B, OSP C,
OSP D, OSP E, VIsE, p 58, p 100 Dbp A, HPV L1,
HPV E1 bis E7, Influenza H1 bis H15, HCV, HBV core
AG NS2-6, Chlamydien MOMP1 und 2 eingesetzt
wird.

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden
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Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Inku-
bation der eukaryotischen Zellen zumindest ein Tu-
berkulose spezifisches Antigen, zumindest ein Anti-
gen aus der Gruppe PPD, RD 1, RD 2, MPT 64, MTB
41 und PPE 44, verwendet wird.

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zur Inku-
bation der eukaryotischen Zellen zumindest ein Bor-
reliose spezifisches Antigen, insbesondere zumin-
dest ein Antigen aus der Gruppe VIsE, OSP A, OSP
B, OSP C, OSP D und OSP E, eingesetzt wird.

20. Verwendung des Verfahrens nach einem der
vorhergehenden Anspriiche zur Uberpriifung des In-
fektionsstatus, insbesondere zur Unterscheidung
zwischen akuten Infektionen einerseits und latenten
oder Uberstandenen Infektionen andererseits.

21. Verwendung des Verfahrens nach einem der
vorhergehenden Anspriiche 1 bis 19 zur Impfprogno-
se.

22. ELISPOT-Kit, insbesondere zur in vitro-Diag-
nose und/oder in vitro-Therapietiberwachung, umfas-
send zumindest eine Komponente zum Messen von
immunkompetenten Zellen, die in Gegenwart eines
Antigens zumindest zwei verschiedene Zytokine aus-
scheiden.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen

11/11



	Titelseite
	Beschreibung
	Patentansprüche

