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69 Verfahren zur Herstellung stabiler immunologischer Reagenzien.

@ Es wird ein Verfahren beschrieben, nach dem man

in Wasser dispergierbare Priparate in Form eines ge-
friergetrockneten Pulvers erhdlt, welches Latexteilchen
mit einem daran gebundenen serologisch bestimmenden
Material enthilt. Das Verfahren besteht darin, dass man
eine wissrige Suspension enthaltend solche Latexteilchen
mit einer ausreichenden Menge einer wissrigen LOsung
eines Dispergierstoffes vermischt und so eine Latexsuspen-
sion herstellt, die 5 g/1 bis 30 g/1 an Dispergierstoff be-
zogen auf das Volumen der Latexsuspension enthilt, die
dann lyophilisiert wird. Als Dispergierstoff eignet sich
z.B. ein wasserldsliches Saccharid, insbesondere Lactose,
Dextrose und Sukrose.

Die Priiparate kOnnen als Reagenzien zur Bestimmung
von Antigenen oder Antikdrpern in diagnostischen Ver-
fahren verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines stabilen in Wasser di-
spergierbaren lyophilisierten Préparats, welches dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass man durch Vermischen einer wissrigen
Suspension enthaltend ein serologisch bestimmendes Material,
das an Latexteilchen chemisch gebunden ist, mit einer ausrei-
chenden Menge an wiissriger Losung eines Dispergierstoffes ei-
ne Latexsuspension enthaltend 5 g/l bis 30 g/l an Dispergierstoff
bezogen auf das Volumen der Latexsuspension herstellt und die
erhaltene Latexsuspension lyophilisiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Dispergierstoff ein wasserlosliches Saccharid ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass das wasserlosliche Saccharid Laktose ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material ein
Antigen gewonnen aus Streptokokken der Gruppe A ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material Im-
munoglobulin G ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material Im-
munoglobulin M ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material Im-
munoglobulin A ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material
Gammaglobulin ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass das serologisch bestimmende Material
menschliches Choriongonadotropin ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her-
stellung stabiler, in Wasser dispergierbarer lyophilisierter Pul-
ver, welche einen wasserldslichen Dispergierstoff enthalten und
aus einer wissrigen Suspension von Latexteilchen mit daran ge-
bundenen serologisch bestimmenden Materialien erhalten wer-
den.

Latexteilchen, welche an serologisch bestimmende Materia-
lien wie z.B. Antigene oder Antikdrpern gebunden wurden, sind
bekannt und liegen meistens in Form von wissrigen Suspensio-
nen vor. Die beschichteten Latexteilchen werden in verschiede-
nen Testsystemen beruhend auf einer Antigen-Antikdrper Re-
aktion zur Bestimmung des entsprechenden Antigens oder An-
tikorpers eingesetzt, und ermdglichen die Diagnose von krank-
haften Zustidnden. Die wissrigen Suspensionen sind fiir den Ge-
brauch geeignet solange sie frisch sind. Nach ldngerer Lagerzeit
werden sie jedoch dem Angriff von Mikroorganismen und der
spontanen Degradierung des serologisch bestimmenden Mate-
rials unterworfen. Weiter kdnnen als Folge einer Wasserab-
dampfung Anderungen in der Zusammensetzung der Suspen-
sion eintreten. Die Abdampfung éindert die Ionenstiirke der Su-
spension, wobei in vielen Fillen die Reaktivitit in den Antigen-
AntikSrper Systemen vermindert wird. Es besteht somit ein Be-
diirfnis, an Latex gekuppelte serologisch bestimmende Materia-
lien, wie Antigene oder Antikdrper, welche iiber lingere Zeit
stabil bleiben, zur Verfiigung zu stellen.

Latexsuspensionen konnen nicht durch iibliche Methoden,
wie z.B. durch Abdampfung, Spriihtrocknung, Gefriertrock-
nung, Vakuumtrocknung und dgl. getrocknet werden, weil diese
Methoden zu einer Polymerisation und einer Quervernetzung
filhren. Wegen der leichten Polymerisation konnen Latexe nicht
mehr in homogene Suspensionen iibergefiihrt werden.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich nun auf ein Verfah-
ren zur Herstellung eines in Wasser dispergierbaren Priparates

in Form eines gefriergetrockneten Pulvers, das Latexteilchen
mit einem daran gebundenen serologisch bestimmenden Mate-
rial und einen wasserlGslichen Dispergierstoff enthilt.

Genauer gesagt betrifft die vorliegende Erfindung ein Ver-

s fahren zur Herstellung eines stabilen in Wasser dispergierbaren
lyophilisierten Priiparats, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass man durch Vermischen einer wéssrigen Suspension enthal-
tend ein serologisch bestimmendes Material, das an Latexteil-
chen chemisch gebunden ist, mit einer ausreichenden Menge an

10 wiissriger Losung eines Dispergierstoffes eine Latexsuspension
enthaltend 5 g/l bis 30 g/l an Dispergierstoff bezogen auf das
Volumen der Latexsuspension herstellt und die erhaltene La-
texsuspension lyophilisiert.

Es wurde gefunden, dass der Zusatz einer Substanz zu den

15 Latexsuspensionen wie z.B. ein wasserlosliches Saccharid, wel-
ches sich dazu eignet, die Latexteilchen mit daran gebundenen
serologisch bestimmenden Materialien physikalisch zu beschich-
ten, die Polymerisation des Latex verhindert. Der Zusatz wirkt
als Dispergierstoff und als Polymerisationshemmer.

Fiir die Zwecke des erfindungsgemassen Verfahrens geeig-
nete Zusitze miissen wasserldslich sein und die Féhigkeit besit-
zen, die Latexteilchen zu beschichten. Weiter miissen sie mit
dem Latexreagenz kompatibel sein und sich gegeniiber der in
der rekonstituierten Latexsuspension stattfindenden immunolo-
25 gischen Reaktion inert verhalten.

Typische Vertreter von geeigneten Zusitzen sind Zucker
wie Laktose, Dextrose und Sukrose. Besonders geeignet fiir die
Zwecke der vorliegenden Erfindung ist Laktose.

Die Menge an Zusatz ist von dem System, in welchem dieser

30 Zusatz eingesetzt wird, abhéingig. Es wurde jedoch gefunden,
dass die Zugabe einer wissrigen Losung enthaltend den Zusatz
in Konzentrationen von ungeféhr 3-20 Gew.- % — in Abhiingig-
keit vom Volumen der Latexsuspension — ausreichend ist, wenn
die Menge an Zusatz ungefihr 5 bis ungefihr 30 g/, bezogen

35 auf das Volumen der Latexsuspension, betriigt. Mit Vorzug be-
tréigt die Konzentration an Zusatz in der Latexsuspension 30 g/1.

Weniger als 5 g/1 an Zusatz bezogen auf das Volumen der
Latexsuspension ist nicht wirkungsvoll und mehr als 30 g/l an
Zusatz bezogen auf das Volumen der Latexsuspension kann — je

20

40 nach System — die Verwendung der wiederhergestellten Suspen-

sion fiir diagnostische Zwecke beeintrichtigen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung bezieht sich der
Ausdruck «serologisch bestimmende Materialien» auf solche
Materialien, welche zur Bestimmung von spezifischen Bestand-

45 teilen in Korperfliissigkeiten menschlicher oder tierischer Her-

kunft unter Anwendung von immunologischen Prinzipien ver-
wendet oder in solchen Fliissigkeiten selbst bestimmt werden
koénnen. Besonders geeignete serologisch bestimmende Mate-
rialien sind isolierte Antikdrper von Mensch und Tier und Anti-

50 gene. Spezifische serologisch bestimmende Materialien, welche
in diagnostischen Verfahren héufig verwendet oder bestimmt
werden, sind Choriongonadotropin, Gammaglobulin, Immuno-
globulin G, Immunoglobulin A, Immunoglobulin M und
menschliches Serumalbumin. Zusétzlich kann durch Bindung

55 von bestimmenden Materialien an Latexteilchen eine spezifi-
sche Bestimmung von Mikroorganismen erfolgen.

Fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung eignen sich alle
serologisch bestimmende Materialien, welche an Teilchen eines
serologisch inerten Latexpolymeren chemisch gebunden werden

60 kSnnen. .

Der Ausdruck «serologisch inerte Latexpolymere» umfasst
Latexpolymere, welche als Triger fiir die serologisch bestim-
menden Materialien dienen und die immunologische Reaktion
nicht beeinflussen. Geeignete Latexpolymere sind wasserunlds-

65 lich und besitzen eine Teilchengrdsse von ungefihr 0,01 bis 0,9
1, sowie ein etwa dem von Wasser entsprechendes spezifisches
Gewicht, so dass nach Bindung mit dem serologisch bestimmen-
den Material das spezifische Gewicht der Teilchen etwa 1,1 be-



triigt. Weiter miissen die Teilchen fahig sein nach chemischer
Bindung an serologisch bestimmendes Material dessen immuno-
logische Eigenschaften nicht zu zerstéren.

Geeignete Latexpolymere sind carboxylierte Copolymere
aus Styrol und Butadien, carboxylierte Polystyrole, carboxylier-
te Polystyrole mit Aminogruppen, Acrylsdurepolymere, Meth-
acrylsdure-Polymere, Mischpolymere aus Acrylnitril, Butadien
und Styrol, Polyvinylacetatacrylate, Polyvinylpyridine, Vinyl-
chlorid-Acrylate und dgl. Spezifische Latexpolymere, welche an
serologisch bestimmende Materialien gebunden sind und im
Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden kon-
nen, sind in der US Patentschrift No. 3 857 931 beschrieben.

Das erfindungsgemisse Verfahren wird durchgefiihrt, in-
dem man eine wisserige Suspension der beschichteten Latex-
teilchen, welche ein Dispergierstoff, vorzugsweise Laktose ent-
hilt, bildet. Der pH-Wert der Dispersion liegt vorzugsweise
zwischen ungefdhrt 7,5 und 8,5. Dies weil bei diesem pH die
Latexteilchen nicht agglomerieren und die Aktivitét der serolo-
gisch bestimmenden Materialien nicht beeintrichtigt wird. Der
pH-Wert wird mittels eines Puffers, vorzugsweise mittels einer
mit Phosphat (PBS), tris(Hydroxymethyl)aminoethan-hydro-
chlorid(Tris) oder 2-(m-Morpholino)ethansulfonséure und dem
Alkalimetallsalz davon (MES) gepufferten Kochsalzldsung, ein-
gestellt. Die Menge an Laktose betrdgt vorzugsweise 30 g/l. Die
Suspension wird dann in kleine aliquote Volumen abgefiillt. z.B.
1 ml in getrennten Behlter und durch Eintauchen in ein Kiihl-
bad, bestehend vorzugsweise aus CO, und Aceton, gefroren.

Die Behilter werden dann in einen Gefriertrockner ge-
bracht und bei — 70 °C wihrend ungefhr 48—72 Stunden unter
Vakuum getrocknet. Das erhaltene Produkt ist ein pordses pul-
verférmiges Material mit ungefihr der gleichen Farbe wie das
urspriingliche Produkt. Das lyophilisierte Produkt enthilt be-
schichteten Latex und Laktose in einer Menge, die ausreicht,
damit das wiederhergestellte Volumen von 0,3 ml ungeféhr
7,5 mg Latex und 9 mg Laktose enthiilt.

Das Pulver kann in eine Suspension mit der gewiinschten
Konzentration iibergefiihrt werden, indem man die richtige
Menge an destilliertem Wasser zusetzt. Aus diesem Grund wird,
wenn aliquote Teile von 1 ml lyophilisiert werden, 1 ml Wasser
jedem aliquoten Teil zugesetzt und die erhaltene Suspension
geriihrt, Auf diese Weise wird eine Suspension hergestellt, wel-
che mit der urspriinglichen Suspension identisch ist. Insbeson-
dere wird die urspriingliche Ionenstérke der beschichteten La-
texteilchen wiederhergestellt und somit sichergestellt, dass die
gewiinschten immunologischen Eigenschaften vorhanden sind.

Die Erfindung wird anhand der nachstehenden Beispiele
niher erldutert:

Beispiel 1

FEin mit Antigen beschichteter Latex, welcher in einem
0,01M PBS Puffer (mit Phosphat gepufferte Kochsalzlosung)
vom pH-Wert 8,0 enthaltend 30 g/1 Laktose suspendiert ist,
wird in Testrohrchen (10X 75 mm) mit teilweise gedffneten
Gummistopfen gegeben. Die Suspension wird in den Rohrchen
lyophilisiert und wihrend 48-72 Stunden unter Vakuum bei
— 70 °C getrocknet. Man erhilt ein porses pulverférmiges Ma-
terial.
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Beispiel 2
Das gemdss Beispiel 1 erhaltene Pulver wird wieder in die
urspriingliche Suspension iibergefiihrt indem man unter kréfti-
gem Riihren jedem Testrohrchen eine Menge destilliertes Was-
sser zugibt, welche ausreicht, um das urspriingliche Volumen vor
der Lyophilisierung wiederherzustellen.

Beispiel 3
Latexteilchen werden unter Anwendung von Zentrifugieren
105mal mit destilliertem Wasser gewaschen und anschliessend mit
destilliertem Wasser auf ein Volumen von 1:10 verdiinnt. 100
mg Antigen, welches aus Streptokokken der Gruppe A isoliert
wurde, werden in ein Polypropylenrdhrchen gebracht. An-
schliessend werden zur Auflosung des Antigens 4 ml destillier-
15 tes Wasser zugesetzt. 4 m! des gewaschenen Latex werden zuge-
geben und die zwei Komponenten in einem Vortex-Mischer ge-
mischt. Weiter werden 4 ml einer 1%igen Losung von CDI[1-
Cyclohexyl-3-(2-morpholinoithyl)carbodiimid-metho-p-to-
Iuolsulfonat, welche frisch mit destilliertem Wasser hergestellt
20wurde, zugesetzt, und die verschiedenen Bestandteile gemischt.
Ein magnetisches Riihrstidbchen wird in das R6hrchen gegeben
und die Bestandteile geriihrt. Die Kupplungsreaktion wird wih-
rend 2 Stunden bei 22— 25 °C fortgesetzt. Am Ende dieser 2
Stunden wird der mit Antigen beschichtete Latex wihrend 30
25 Minuten bei 15.000 Upm zentrifugiert. Die iiberstehende Lo-
sung wird abgegossen und der mit Antigen beschichtete Latex
3mal unter Anwendung von Zentrifugieren mit 12 ml 0,01M
PBS vom pH-Wert 8,0 gewaschen. Nach dem letzten Waschen
wir der an Antigen gekuppelte Latex erneut in 8 ml 0,01M PBS
3o vom pH-Wert 8,0 enthaltend 30 g/l Laktose suspendiert. Die
erhaltene Suspension wird wie in Beispiel 1 beschrieben lyophi-
lisiert, und wie in Beispiel 2 beschrieben, wiederhergestellt. Das
erhaltene Produkt ist stabil und zeigt nach Wiederherstellung
der urspriinglichen Suspension eine Reaktivitit, welche mit der-
35 jenigen von nicht lyophilisierten Kontrollen, die kein Saccharid-
zusatz enthalten, identisch ist.

In analoger Weise werden HCG (menschliches Choriongo-
nadotropin, Immunoglobulin G, A und M und Gammaglobulin
an Latex gebunden, lyophilisiert und suspendiert. Die erhalte-

40 nen Produkte sind stabil und zeigen nach Wiederherstellung der
urspriinglichen Suspension eine Reaktivitit, welche mit derjeni-
gen von nicht lyophilisierten Kontrollen, die kein Saccharidzu-
satz enthalten, identisch ist.

Latex-Kontrollproben, welche wie im vorliegenden Beispiel

45 bereits beschrieben hergestellt wurden, und keinen Saccharid-
zusatz enthalten, konnen nach Lyophilisierung nicht mehr su-
spendiert werden.

Der mit serologisch bestimmenden Materialien beschichtete
Latex ist wihrend 2-3 Wochen stabil, wenn er bei 4 °Cin 0,01M

50 PBS vom pH-Wert 8,0 gelagert wird. Lyophilisiert man, wie in
Beispiel 1 beschrieben, eine Suspension enthaltend 5 g/l bis 30
g/1 Laktose, wird bei Lagerung bei 4 °C die Stabilitéit auf wenig-
stens 36 Wochen erh6ht. Die Ergebnisse werden in den nachste-
henden Tabellen dargestellt, wobei die Tabelle I die Ergebnisse

55 der Hemmungsreaktion von an Latex gekuppeltem Antigen,
welches in 0,01M PBS (pH 8,0) enthalten 30 g/1, 10 g/l oder 5
g/1 Laktose lyophilisert und mit Wasser wieder suspendiert wur-
de, wiedergibt.

60

Tabelle I

Behilter A' Behdlter B Behilter C*
Laktosekonzentration (g/1) Laktosekonzentration (g/l) Laktosekonzentration (g/I)
Min, 30 20 10 5 30 20 10 5 30 2 10 5
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 2+ 1+ 2+ 2+ 0 0 0 0

3 0 0 0 0 3+ 2+ 3+ 2+ 0 0 0 0
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Tabelle I

Behilter Al
Laktosekonzentration (g/1)

Behilter B Behilter C*
Laktosekonzentration (g/l) Laktosekonzentration (g/1)

4 0 0 0 0
5 0 0 0 0

4+ 3+ 3+ 3+ 0 0 0 0
4+ 4+ 3+ 3+ 0 0 0 0

1. Behiilter A enthalten vollstindige Streptokokkenzellen, verdiinntes Antiserum und
Latex-Antigen und dienen zur Messung der Reaktivitét des Testsystems.

2. Behilter B enthalten eine Kochsalzlosung, verdiinntes Antiserum und Latex-Antigen
und dienen als Kontrolle.

3. Die Behiilter C enthalten vollstindige Streptokokkenzellen, eine Kochsalzlésung und
Latex-Antigen und dienen zur Messung der Selbstagglutination des Latex.

4. Wenn Lactose in einer Konzentration von weniger als 5 g/l verwendet wird, erfolgt
nach Suspendierung des lyophilisierten Antigens in Wasser Selbstagglutination.

Tabelle II fasst die Ergebnisse der Hemmungsreaktion zu-
sammen, die mit an Latex gekuppeltem Antigen, welches bei
4°Cin 0,01M PBS (pH 8,0) gelagert wurde, oder mit an Latex

gekuppeltem Antigen, welches in 0,01M PBS (pH 8,0) enthal-
tend 30 g/l Laktose lyophilisiert und sofort nach Suspendieren
20in Wasser verwendet wurde, erhalten werden.

Tabelle IT
Latex-Antigen in 0,01M PBS!

Woche 1 Woche 3-4
Min. Behilter A2 Behiilter B3 Behiillter C* Behilter A Behilter B Behilter C
1 0 0 0 0 0 0
2 0 1+ 0 0 0 0
3 0 24 0 0 0 0
4 0 34+ 0 0 0 0
5 0 3+ 0 0 0 0
Latex-Antigen lyophilisiert in 0,01M PBS enthaltend 30 g/1
Laktose®

Woche 1 Woche 36
Min. Behilter A Behillter B Behilter C  Behillter A  Behidlter B Behilter C
1 0 1+ 0 0 1+ 0
2 0 2+ 0 0 2+ 0
3 0 3+ 0 0 3+ 0
4 0 4+ 0 0 4+ 0
5 0 44 0 0 4+ 0

1. Antigen gelagert bei 4 °C und anschliessend in dem Hemmungstest verwendet.

2. Die Behilter A enthalten vollstindige Streptokokkenzellen, verdiinntes Antiserum
und Latex-Antigen und dienen zur Messung der Reaktivitit des Testsystems.

3. Die Behiilter B enthalten eine Kochsalzlosung, verdiinntes Antiserum und Latex-
Antigen und dienen als Kontrolle.

4. Die Behilter C enthalten vollstéindige Streptokokkenzellen, eine Kochsalzldsung und
Latex-Antigen und dienen zur Messung der Selbstagglutination vom Latex.

5. Lyophilisiertes Antigen gelagert bei 4 °C, in Wasser suspendiert und sofort im Hem-
mungstest eingesetzt.
In den Tabellen I und II bedeuten:
0 =keine Agglutination
1—-4=verschiedene Agglutinationsgrade

’

Wenn die Kontrollen (Behilter B) Instabilitét oder Kreuz-
reaktionen zeigen, erfolgt keine Agglutination. Wenn das Test-
system (Behilter A) stabil ist, insbesondere in Anwesenheit von
himolytischen Streptokokken der Gruppe A beta, erfolgt keine
Agglutination. Wenn das Latexsystem in Abwesenheit von An-
tiserum (Behlter C) instabil ist, gibt es eine Agglutination.

Wie durch die Tabellen I und 11 veranschaulicht, bleiben bei
Verwendung der erfindungsgemissen Methode die Kontrollen
wihrend 36 Wochen stabil. Wird dagegen die erfindungsgemis-
se Methode nicht verwendet, so sind die Kontrollen nicht ldnger

c0 als 3 Wochen stabil.
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