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Verfehren zur Hersvellung von Zelloberflichen-inti-
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Anvendungsgebiet der Zriindunc

Die Zrfinduwng betrifft ein Verfahren zur Antigenher-
stellung zunm serologlschen Iiachwels von liycose-

kGrpern iIm Blutserun sowie eines Impfastoffes gegen
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generalisierte Filzinfeltvionen und ict in die IZI
'S 1 3
4 01 X einzuordnen.
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Cheralkteristilt der bekannten technischen Lbsungen

Die bisher als Reagentien hergessa2llien Antigene sind
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Zvecke ungesigne
1. Der Gehalti an wirksamen /ntigznen ist zu gering.

2., Der Genelt an wirkseamen Ant‘genen ist sehr unter-

schiedlich in den Chargen auch bei Anwendung nur

gines Ixtraktionsverfanrens.

218 eLISELY 158818

13
I



10

25

-2 -

3. Verschiedene Extraktionsverfahren liefern unter-
schiedlich zusammengesetzte Antigenchergen.

4, Proteine werden bei allen bisherigen Verfahren
modifiziert und denaturiert.

Die Reproduzierbarkeit zur Gewinnung brauchbarer Anti-

genchargen ist schlecht und die Vergleichbarkelt zwischen

verschiedenen klinischen Einrichtungen wegen Verwendung

wnterschiedlicher Pilzst&mme wund Ixtrekiionsverfahren

nicht gegeben.

Die wichtigsten Verfahren zur Gewinnung von polysaccha-

ridhaltigen Pilzantigenen sind:

1. . =Naphthol- bvzw. Phenol-ixtraktion
DD-P 113843

2, Zxtraktion mit Vasser bzw, Puffern unter ZrvErmung
NAKAJTIIIA, T. we 3ALLCU, C.Z.: J. Biol. Chem. 249
(1874) 7679-7£34

A . T, -— ma
3. Alkalische Zxsrairtionsverrahren

BISHO?, C.%., 314K, . uw. G:RIIUZR, 2.Z.: Cen. J.
“
Chem. 33 (1260) 3859-881
4, Desintegraetion der 3iomasse uxd Gerinnung

licher ¢nt gene (Zellinhalisantigene, somatische

intigen)
BIGUST, J., 2.3 VAW KY, P., TRUIT, J. u. AIDORIZU, S.:
T T

liycopathol. et chol. Appl. ZIVI (1964) 241-25%6
5. ausf&llung von ldslichen Antigenesn aus denm Kultur-
filtrat (metabolischres Antisen)

(,

HEARH, V.., 7IL3CH, EZ.V., PROCTOR, A.G. u. MHACKEIIZIZ,
D.W.Re: J. Lied, Licrobiol. 13 (1530) 451-458
Die unter den Punkten 1 und 5 genannten Verfahren lie-
fern zwar hiZuiiger brauchbare Chargen, jedoch gestatten
die Ausbeuten von durchschnittlich C,3% bzw. 1 - 10 mg/l

Kulturfilirat keine Gewinnung in grileren llengen.
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Alle weiteren Verfahren liefern aufgrund geringer Se-
lektivitdt groBere liengen en Antigenen, jedoch werden
die Proteinanteile denaturieri (Verfahren 2 und 3)
und es sind MukleinsBuren und andere uwnerwinschte
5 Stoffe enthalten (2 und 4).
Zin Verfahren, welches die Gewinnung grofier llengen an
Antigen gectattet, beruht auf der Ausnutzung der Kreuz-
regktivitdt der Immunseren mit sintigenen gleichen
Serotyps unter Verwendung eines apathogenen Stemmes,
10 DD-72 137403,
Tin Impfschutz ge rie Pilzinfektionen
t n g

(z.B. gegen Candi enwédrtig noch

a
nicht mdglich. Jedo ortschritte durch
die inwendung von Candida elbicans-Ribosomen im Tier-
15 exzperiment (SZGAL, Z. u. SANOVSKY-LOSICL, H.: Sabou-

raudia 19 (1981) 267-273.

Die Drfindung hat das Z
hochantigene Zelloberilichenmat

20 zu gewinnen. Diesz snvil

g ¥
sche Zwecke frei sz2in veon den nicht-antigen wirksamen
und stbdrenden Zellinhaltsstoffen; fir Impfzvecke

0
diirfen keine +toxischen 3toffe enthalt

25 isufgabe der Zrfindung ist es, eiln Verfahren zu ent-
wickeln, mit welchem men durch spezielle Verfahrens-
schritte Zelloberflichenantigene von der Zellober-

fliche abldst, onne dabei die Zelle zu czerstdren.
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Erfindungsgemél wird die Aufgabe dadurch geldst,

daB men die Biomasse, welche auf Agarnéhrboden bzw.

in Flissigkultur gebildet wurde, erntet, fells erfor-

derlich wascht, in waBriger Losung suspendiert und
schlieflend mechanisch beansprucht. Diese mechanische

Beanspruchung erfolgt durch Inergieeintrag mitfels
Ultraschall, durch Vibration, durch Schiitteln mit

Glaskiigelchen, durch Rihrung u.&. Uberraschender-

weise vurde gefunden, daB durch Steuerung dieses Pro-

eszes einerseits seclektiv hochantigene nlCPutO“AQChe

N

Stoffe von der Zellwand der Organismen abgelCst vur-
den, andererseits die Viabilit&{ der Organismen ieun
beeintrécntigt wird. Durch Verwendung von Salzen,
Detergentien, LOsungsmitteln und anderen chemischen
Zusitzen kann dieser Prozel zusftzlich gesteuert wer-
den. fach Abtrennen der lilkroorganismen duxch z.3.
Zentrifugation werden niedesrmolekulare Verbindungen
von hochmolekularem Antigen abgetrennt, deas invigen

duren ausfillen mit wassermischbaren organischen Lo-

. . . " .

Das Verfahren erlaubt erstnmzls eine Cptimierung zwi-
H - Tp o~ L A 3 3 - B

schen Ausbeute und Wirksamieit der Antigene uwnd isv

generell zur Gewinnung von 2i

~

1 igen enwendbver.
Die erfindungsgemdl hergestellten Anti

gene unterschel-
den sich von den durch heridmmliche ZExtraktionsmethoden
gewonnenen ntigenen sowohl hinsichtlich ihres Protein-
wnd Thosphatgehaltes 2ls auch hinsichtlich ihr
Zuckerzusammensetzung. So enthiZlt ein aus Candide
albicans durch Citratextrektion gewonnenes Frodukt
1,15 2 wnd 46% Protein, des aus einem Teil des gleichen
Ausgengsmaterials erfindungsgem&l gevionnene intiger
dagegen 1,65 P und 11,6% Prot

Hinsichtlich der Zuckerzuserme

der beiden Antvi-

o
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gene ergibt sich folgendes 3ild:
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llannose GalzXktose Glucose
Citratextrakt 39,7% - 1,75
erfindungsge-
miBes Antigen 67,2% L,7% . 3,0%

A

Tinen dhnlichen Unterschied findet man aucn bel der

-

auftrennung der beiden [fntigene mivtels Ultradiim-
gchichtisoelektrofokussierung. ihrend das durch Ci-
tratextralition gevonnene intigen mehrere Protfein-

bzwe Glucoproteinbanden bel unterschiedlichen iso-

-
=
elektrischen Tunkten liefert, zeigt das Antigen, da

N

a
pemiEl dem beschriebenen Verlaliren aus dem gleichen
X

cl‘

Lusgangsmaterial gewonnen vurde, pra sch nur eine

i
h in der Denzitonmesrie elsz weiter auf-
s

29 - e -~ -
Das erfindungsgenél hergestellies antigen erwies sica
! v - ~ ey e Ay p ~ -
vbei Irmunisierungsuntersucnungen an lidusen im unser-
+ = LIRS SRR RPN
suchten Zereich als nicntloxisch.

o

Feuchibiomasse der ZHefe Candida albicans werden
15 1I Kochsalzlosungz suspendiert. In diese

Suspension wird in eoinem Glesgefil Ultreschall einer

Leistung von 200 & 1 bis 2 iEnuften bei O °c eingetra-
gen, vwobesi die Temperatur wihrend der Beschallimng

5 OC nicht ibersieigen derf. ;nschlieBend werden cie
18

Zellen in einer Hihlzentriiuvge abgetrennt und der er-

haltene klare Uberstend im ihlreum bis zur Kochsalz-

freiheit gegen destilliertes asser dialysiert.
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AnschlieBend wird das salzfrele llaterial im Valuum-
rotationsverdempfer bei einer Badtemperatur von 20 °c
auf 10 ml eingeengt und anschlieBend lyophilisiert.
Is werden 120 mg hochwirksames Zelloberfléchenantigen
erhalten.

Beigpniel 2:

Sine Suspension aus 10. g reuchtbiomesse der Hefe Can-
dida albicans und 20 ml physiologischer Xochsalzlisung,
die mit 0,71 II Phosphatpuifer auf pH 7,2 eingestellt
vwurde, wird in einem ZdelstahlgefdB eines Vidbraiions-
homogenisators gerade mit soviel Glaskiigelchen (0,1

bis 0,5 mm Durchmesser) versetzt, daBl die gesamte Sus-
pension von den Glasikiigelchen aufgenommen wird. Ilan

Loes 0~ P
trigt unter Kihlung auf 4 °C 30 lHinuten 30 7 mittels

7

S
eines Vibrationchomogenicsators in die Zellsuspension

ein. Anschlieflend wexrden die Glaskiigelchen auf einer
an

s
groben Glasfritte von der Z=llsuspension abgetrznat

o ©
¢
o

Zan engt auf ca. 10 nl im Vekuumrotationsverdempler
ein wnd 311t das hochmolekulare Antigen durch Zugabve
des 5-Zachen Volumens an Zthanol aus. Das ausgefillie -
intigen wird ebgetrennt, erneut in destillierten
Wasser (ca. 10 bis 15 nl) eaufgenommen und durch Zin-
gieBen der Losung in die 10-fache lienge an Zthenol
lyophil gefdllt. llan saugt ab uwnd irocknet. Is werden

105 mg des Zelloberflichenantigens erhalten.



Luf

ine Suspension von 10 g Feuchtblomasse der Hefe Can-

o

idae albicans din 100 ml 1 Il Harnstofflosung wird unter
Kithlung auf 7 °C in einen Becherglas mit einem Labor-
rithrverk mittels eines sterren Fliigelrihrers bei 500
U/min gerithrt. Im Anschluf deran wird die Biomassa ab-

N

zenirifugiert und der klare Uberstand durch Dialyse

gepon destilliertes Vasser vom Harnstoff befreit. Die
narnstofffreie Losung dss Zelloberflichenantigens

wird duxch Ultrafiltrstion auf ca. 10 ml eingeengt und
lrophiliciert, Zs warden S0 mg Zelloberflichenantigen



a4

Zellober

von

i

£

lzen

i

P
do

1y

d

H
ech

4

rauci

=)
o ad

P

~
T

BN =Salou
e Ty T

-,
=

anlgscne

™
R3PS

A
S Qg

Clichen-

o
T o

1lob

Led
a2

semes

irk

h) )
- laRathital
nocay

ora s
1zmen

.;

an

ranny

4 be

Lo
Il T e

2V LT

= ]
=)

ot
—

Q-
.

[

ahren nacn

Tert

Y

2.

S oenma
gric

-y
V=

G 1
41 0
e} ~.w
12
n =
oom
0
al
s

o]
- O
o R
o O
[NV 3]

~ e
(LI
L) @

joi0]
-~ X
i O
o}
S} 3
o o
g 5

-2 «}
n ,Q
Qo
30
[ 1G]
.ﬂ* e
LN !
G4
G4 Ky
[ N O
Mo

[}
o o
o i
>

-
R
[

B =]
a o
Q73
n o

mitteln erfolge.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

