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Verfahren zur Herstellung von Partikeln aus lipoidloslichen Stoffen.

@ Partikel aus lipoidldslichen Stoffen werden herge-

stellf, indem man eine Losung dieses Stoffes in ei-
nem geeigneten Ldsungsmittel - enthaltend einen ober-
flichenaktiven Stoff - mit Wasser oder einer wissrigen
Elektrolytlosung vermischt. Der pH-Wert betrigt 2 bis
10 und das Volumen-Verhiltnis der Lésungsmittelpha-
se zur wissrigen Phase 0,1 bis 900 : 100. An die erhal-
tenen Partikel k&nnen biologisch aktive Stoffe gebun-

den werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von Partikeln aus lipoidiés-
lichen Stoffen, dadurch gekennzeichnet, dass man eine L6-
sung des lipoidldslichen kornbildenden Stoffes in einem ge-
eigneten Losungsmittel, welches zusétzlich auch einen ober-
flachenaktiven Stoff enthilt, mit Wasser oder mit einer wiss-
rigen Elektrolytlésung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 in ei-
nem Volumenverhdltnis der Losungsmittelphase zur wiissri-
gen Phase von 0,1 bis 900 : 100 vermischt und die ausgefalle-
nen Partikel abtrennt.

2. Partikel aus lipoidislichen Stoffen, hergestelit nach
dem Verfahren geméss Anspruch 1.

3. Komposition bestehend aus Partikeln aus lipoidlsli-
chen Stoffen nach Anspruch 2 und an diesen Partikeln ge-
bundenen biologisch aktiven Stoffen.

4. Komposition nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, dass die biologisch aktiven Stoffe Treponema-, Difteria-
und Tetanus-Bakterien, Hepatitis- und Myxomatosis-Viren
oder deren Zellfraktionen oder Stoffwechselprodukte,
menschliches Choriogonadotropin-Hormon, Hystamin- und
gamma-Globulin-Eiweiss sind.

5. Verfahren zur Herstellung von Kompositionen nach
Anspruch 3, bestehend aus Partikeln lipoidlslicher Stoffe
nach Anspruch 2 und an letztere gebundenen biologisch ak-
tiven Stoffen, dadurch gekennzeichnet, dass man eine L&-
sung des lipoidldslichen kornbildenden Stoffes in einem ge-
eigneten Losungsmittel, welches zusitzlich auch einen ober-
flachenaktiven Stoff enthilt,

a) und den in Wasser oder in einer wissrigen Elektrolyt-
18sung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 vorgelegten biolo-
gisch aktiven Stoff in ein mit einem Riihrer ausgeriistetes
Gefiss einbringt, worin das Volumenverhéltnis der Lésungs-
mittelphase zur wissrigen Phase 0,1 bis 900 : 100 betriigt,
das Losungsmittel ein Alkohol ist und das erhaltene Reak-
tionsgemisch mindestens eine Minute lang vermischt, da-
nach hochstens sieben Tage lang stehen ldsst und die ausge-
fallenen Partikel trennt, oder

b) mit Wasser oder mit einer wéssrigen Elektrolytldsung
mit einem pH-Wert von 2 bis 10 in einem Volumenverhiltnis
der Lésungsmittelphase zur wissrigen Phase von 0,1 bis
900 : 100 vermischt, die ausgefallenen Partikel abtrennt und
sie dem im Wasser oder in einer wissrigen Elektrolytldsung
mit einem pH-Wert von 2 bis 10 vorgelegten biologisch akti-
ven Stoff zugibt und suspendiert.

6. Verfahren nach Anspruch 1 oder 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die abgetrennten Partikel der Lipoidlésti-
chen Stoffe in Wasser oder in einer wissrigen Elektrolytld-
sung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 suspendiert und da-
nach lyophilisiert.

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass man das erhaltene Produkt lyophilisiert und gewiinsch-
tenfalls strahlensterilisiert.

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man Eilecithin oder Cholesterin als lipoidlsli-
chen kornbildenden Stoff verwendet.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 5 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Partikel zentrifugiert.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Herstellung von Partikeln aus lipoidloslichen Stoffen, Kom-
positionen, die diese Partikel und zu denen gebundene biolo-
gisch aktive Stoffe enthalten, sowie Verfahren zu deren Her-
stellung.

Bei in vitro Untersuchungen wird zur Bindung biologisch
aktiver Stoffe z. B. ein Latex. eine spezifisch polymerisierte,
geeignete Korngrosse aufweisende Polystyrolsuspension in
breitem Umfang verwendet (Am. J. Med. 21, 888892

s [1956]). Die Latexsuspension wird aus Styrol hergestellt. Es
ist bekannt, dass die Styrolmolekiile zur Autopolymerisation
sehr leicht bereit sind. Dementsprechend wird das handels-
libliche Styrol vor der Herstellung des Latexes zur Gewin-
nung des Styrolmonomers destilliert und das so erhaltene

10 Monomer polymerisiert. Wegen der chemischen Struktur
des Styrolmolekiils ist auch die hergestelite Latexsuspension
zur Autopolymerisation bereit. So altern die Kérner auch
wilhrend der Lagerung der Suspension und dariiber hinaus
wird das Reagens zur Durchfithrung von Niederschlagsreak-

15 tionen ungeeignet sein (J.A.M.A. 168 [2], 180-181, [1958]).

Die Herstellung der Reagenzien auf der Basis vom La-
tex-Trégersystem erfolgt mindestens in zwei Schritten. In
dem ersten Schritt wird das Trégersystem selbst hergestelit
danach die biologisch aktiven Stoffe an diesem Trigersystem

20 gebunden. Die Herstellung dieser Reagenzien nimmt viele
Zeit in Anspruch und ist nur zur Durchfiihrung der in vitro
Untersuchungen geeignet, da das Styrol beziiglich des Orga-
nismusses stark schédlich ist.

Als in vivo Adjuvanten werden die Freund-Adjuvanten

25 in breitem Umfang verwendet (Molecular Biology 13, Bio-
chemistry and Biophysics, 1973 New York). Diese Adjuvan-
ten kénnen wegen der Nebenwirkungen, welche deren An-
wendung in der Humantherapie unmdglich machen, auch
unter Priifbedingungen nur beschrinkt angewandt werden.

30 Die vorgeschlagenen Partikeln kénnen vorteilhafter verwen-
det werden, als die in der Humantherapie angewandten me-
tallhaltigen Adjuvanten (Molecular Biology 13, Biochemi-
stry and Biophysics, 1973 New York) und die Immunstimu-
lanten vom Typ Saponin, welche das Blutbild verindern

35 (Acta vet. scand. 19, 7-40 [1978]).

Zur Zeit sind Versuche im Gange, bei parenteraler Ver-
wendung Liposom zur Bindung von biologisch aktiven Stof-
fen zu benutzen (Proc. Nat. Acad. Sei. 72, 88-92 [1975]).
Das Liposom ist eine aus Cholesterin und einem nicht art-

40 fremden oberflichenaktiven Stoff gebildete Partikel. Diese
Partikeln werden aus den Chloroformlésungen der erwihn-
ten Stoffe hergestellt; die Ausbildung der Ladungsverhiltnis-
se erfolgt durch Zugabe von Phosphatidylcholin. Die Chlo-
roformphase wird zur Trockne gebracht, so bildet sich eine

45 Lipidschicht an der Wand des Gefisses. Als zweite Schritt
wird die wissrige Losung des biologisch aktiven Stoffes die-
sem Film zugegeben (Britische Patentschrift Nr. 28 131/74).
Die Herstellung dieses Systems ist nicht kontinuierlich, in ei-
nem Yorgang wird nur wenig Material gewonnen. Die Korn-

50 grosse der so hergestellten Partikel variiert sich in breitem
Bereich.

Ziel der Erfindung ist die Beseitigung der Nachteile des
in vitro angewandten Latexes, sowie die der in vivo verwen-
deten Adjuvanten (Freund-Adjuvant, Adjuvant vom Typ

55 Saponin, metallhaltige Adjuvanten und Liposom) durch
Vorschlagen eines Trigersystems, welches in beidem Gebiet
verwendbar ist, nicht zur Autopolymerisation neigt, beziig-
lich des Organismusses nicht artfremd ist, und in den ver-
schiedenen Gebieten der Immunologie und der Biologie so-

60 wohl in der Humantherapie als auch in der Veterindrmedizin

verwendet werden kann.

Beziiglich dieses Trigersystems ist es erforderlich, dass
biologisch aktive Stoffe und Molekiile zu dessen Oberfliche
gebunden werden kénnen.

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist, dass die Bildung der
Partikel und die Bindung der biologisch aktiven Stoffe auch
in einem Schritt durchgefiihrt werden kénnen und eine kon-
tinuierliche Herstellung vorgenommen werden kann. Dem-

65



gemdss konnen grossere Mengen des gewiinschten Stoffes er-
halten werden und dies macht das Verfahren wirtschaftlicher
als die oben erwéhnten bekannten Verfahren.

Es wurde gefunden, dass die Ausbildung der Kdrner des
Trégersystems und die Bindung der biologisch aktiven Stoffe
an den so erhaltenen Partikeln auch in einem Schritt durch-
gefiihrt werden kann. Dies erfolgt auf folgender Weise. Man
16st z.B. Cholesterin und einen nicht artfremden ober-
flachenaktiven Stoff, z. B. Eilecithin in abs. Alkohol. Der bio-
logisch aktive Stoff, d.h. Trepomena-~, Difteria- und Teta-
nus-Bakterien, Hepatitis- und Myxomatosis-Viren oder de-
ren Fraktionen oder Stoffwechselprodukte, menschliches
Chorio Gonadotropin Hormon, Hystamin- und gamma-
Globulin-Eiweiss oder Aminoglykosid-Antibiotikum, wird
in einer wéssrigen Elektrolytlosung vorgelegt. Danach wer-
den die alkoholische Phase und die wéssrige Phase vereinigt.
So erfolgt die Bildung des Partikelsystems und die Bindung
des biologisch aktiven Stoffes in einem Schritt.

Das vorgeschlagene Verfahren kann auch in zwei Schrit-
ten durchgefiihrt werden. In diesem Falle wird der kornbil-
dende Stoff in der Alkoholphase geldst und diese mit der
wissrigen Elektrolytphase vermischt. So erhilt man die «lee-
ren» Partikel, an welchen spéter biologisch aktive Stoffe ge-
bunden werden kénnen.

Die auf beide Weisen erhaltenen Suspensionen kénnen
zentrifugiert, dekantiert und der erhaltene Niederschlag im
Wasser oder in einer wéssrigen Elektrolytlosung suspendiert
und mit Ultraschall behandelt werden.

Die Lagerung erfolgt entweder durch Lyophilisierung
oder Kiihlung. Der lyophilisierte Stoff wird zusitzlich strah-
lensterilisiert.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Partikeln aus lipoidl6slichen Stoffen sowie von Kompositio-
nen, die diese Partikel und an denen gebundene biologisch
aktive Stoffe enthalten. Die Herstellung der Partikel sowie
die der Kompositionen sind neu. Die Verwendung der Kom-
positionen ist auch neu.

Die erfindungsgeméssen Partikel und die Kompositionen
werden hergestellt, wie dies in den Anspriichen 1 und 5 defi-
niert ist. Bei der Herstellung wird zweckméssigerweise so
vorgegangen, indem man eine Losung des lipoidldslichen,
kornbildenden Stoffes in einem geeigneten Losungsmittel,
zweckmissigerweise in Alkohol welches zusétzlich auch ei-
nen oberflichenaktiven Stoff enthilt

a) und den in Wasser oder in einer wissrigen Elektrolyt-
18sung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 vorgelegten biolo-
gisch aktiven Stoff in ein mit einem Riihrer ausgeriistetes
Gefiss hineinbringt, worin das Volumenverhiltnis der alko-
holischen und der wéssrigen Phase 0,1-900 : 100 betrigt,
und das erhaltene Reaktionsgemisch mindestens eine Minute
lang vermischt, danach hochstens 7 Tage lang stehen liisst
und die ausgefallenen Partikel trennt, oder

b) mit Wasser oder mit einer wéssrigen Elektrolytldsung
mit einem pH-Wert von 2 bis 10 in einem Volumenverhiltnis
der Losungsmittelphase zur wissrigen Phase von
0,1-900 : 100 vermischt, die ausgefallenen Partikeln trennt
und gegebenenfalls im Wasser oder in einer wissrigen Elek-
trolytldsung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 suspendiert
und danach lyophilisiert, oder

c) mit Wasser oder mit einer wissrigen Elektrolytlosung
mit einem pH-Wert von 2 bis 10 in einem Volumenverhiltnis
der Losungsmittelphase zur wissrigen Phase von
0.1-900 : 100 vermischt, die ausgefallenen Partikel trennt,
die so erhaltenen Partikel dem im Wasser oder in einer wéss-
rigen Elektrolytlésung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 vor-
gelegten biologisch aktiven Stoff zugibt, das erhaltene Reak-
tionsgemisch mindestens eine Minute lang vermischt, da-
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nach hdchstens 7 Tage lang stehen ldsst und die gebildeten
Partikel trennt, oder

d) die Partikel nach der Verfahrensvariante b) dem im

Wasser oder in einer wissrigen Elektrolytldsung mit einem
s pH-Wert von 2 bis 10 vorgelegten biologisch aktiven Stoff
zugibt und suspendiert und

das erhaltene Produkt nach den Verfahrensvarianten a)
und c) gegebenenfalls lyophilisiert und gewiinschtenfalls
strahlensterilisiert.

Durch das vorgeschlagene Verfahren kann ein seit lan-
gem bestehender Wunsch erfiillt werden, da das Verfahren
kontinuierlich durchgefiihrt werden kann und so die Gewin-
nung der Suspension in grossen Mengen ermdglichen.

Die Vorteile der Erfindung sind wie folgt:

1. In dem vorgeschlagenen Verfahren erfolgt die Bildung
der Partikel und die Bindung der biologisch aktiven Stoffe in
einem Schritt.

2. Das Verfahren ist kontinuierlich, so kdnnen Partikel
aus lipoidldslichen Stoffen in grossen Mengen hergestellt
20 werden.

3. Die Partikel des Trégersystems sind beziiglich des Or-
ganismusses nicht artfremd.

4. Den Punkten 1 und 2 geméss ist das Verfahren wirt-
schaftlich.

2s° 5. Durch das Verfahren kénnen neue Systeme in grossen
Mengen hergestellt werden, welche als Reagenzien zur
Durchfiihrung von schnellimmundiagnostischen Untersu-
chungen in vitro geeignet sind, z.B.
a) Diagnostikum zur schnellen quantitativen Bestim-
3o mung von Rheumatoid arthritis,

b) Reagenzien zu weiteren schnellimmundiagnostischen
Bestimmungen.

6. Die schnelldiagnostischen Reaktionen kdnnen mit den
immundiagnostischen Reagenzien geméss Punkt 5 als Tiip-

35 felreaktionen durchgefiihrt und das Ergebnis in einigen Mi-
nuten erhalten werden.

7. Da die Partikel des Trégersystems keine artfremden
Stoffe beziiglich des Organismusses enthalten, sind sie zur
Einfiihrung von biologisch aktiven Stoffen in den Organis-

40 mus geeignet, weiterhin

a) auf dem Gebiet der mit Viren durchgefiihrten aktiven
Immunisierung konnen sie die Antigenitét der lebendigen
oder getdteten und freigelegten Viren erhéhen,

10

15

b) auf dem Gebiet der mit Bakterien durchgefiihrten ak-
* tiven Immunisierung sind sie zur Stimulierung der mit geto-
teten und freigelegten Bakterien, mit den Zellfraktionen und
Stoffwechselprodukten von Bakterien und mit deren Deriva-
ten durchgefithrten Immunisierung geeignet,

c) sie sind weiterhin zur Steigerung der mit Pilzenfraktio-
nen durchgefithrten Immunisierung geeignet.

8. An den Partikeln konnen auch solche biologisch akti-
ven Stoffe gebunden werden, welche in sich keine oder nur
geringe Immunantwort im Organismus induzieren, doch
ss durch diese Bindung geben sie eine grossere Immunantwort.

So kann durch die Verwendung der vorgeschlagenen Parti-
kel eine Adjuvantenwirkung (z. B. bei Haptenen, Hormo-
men, Enzymen und Hystamin) erreicht werden. Eine paren-
terale Impfung mit diesen Partikeln hat den Vorteil, dass in
60 diesem Falle keine Verdnderungen weder an die Stelle der
Impfung noch in anderen Stellen des Organismusses erfol-
gen. Der Stoff saugt sich in vollem Masse auf und weist kei-
ne schiadigende Nebenwirkung auf.
9. In der vorgeschlagenen Weise kénnen auch solche bio-
65 logisch aktiven Stoffe gebunden werden, welche sich wegen
ihren kleinen Molekiilen aus dem Organismus relativ schnell
eliminieren, doch kann man voraussetzen, dass ihre Elimina-
tion durch ihre Bindung an das Partikelsystem langsamer

50
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werden wird und so eine «verzogene Arzneiwirkung» er-
reicht werden kann.

Im nachfolgenden wird die Durchfithrung des vorge-
schlagenen Verfahrens ausfiihrlich beschrieben werden. Im
Verfahren werden eine organische Losungsmittelphase,
zweckmassigerweise eine Alkoholphase, und die wiissrige
Phase in einem Volumenverhiltnis der beiden Phasen von
0,1-900 : 100 vermischt. So erreicht man die optimale Korn-
grosse, sowie die ideale Adsorptionsfahigkeit der Partikel ge-
geniiber biologisch aktiven Stoffen.

Verfahrensvariante a)

Das Verfahren wird in der Vorrichtung geméss der Figur
1 durchgefiihrt. In den Behilter 1 wird die Lésung von Le-
cithin und Cholesterin in abs. Alkohol, in den Behilter 2 der
in einer wéssrigen Elektrolytldsung mit einem pH-Wert von
2 bis 10 vorgelegte biologisch aktive Stoff eingefiillt. Nach-
dem der Riihrer in Bewegung gesetzt wurde, liisst man die
Gehalte der Behélter 1 und 2 in den Riihrbehilter 4 fliessen,
tropfen oder streuen. Das so erhaltene Reaktionsgemisch
wird eine Minute lang mit einer Geschwindigkeit von 50 rpm
geriihrt, danach aus dem Riihrbehilter 4 durch das Uber-
laufrohr 5 in den Sammelbehilter 6 fliessen gelassen. Hier
wird das Reaktionsgemisch so lange geriihrt, bis die ge-
wiinschte Menge an den Partikeln erhalten wird. Das so er-
haltene Produkt wird 5 bis 10 Minuten lang bei 37 °C inku-
biert, 30 Minuten lang mit einer Geschwindigkeit von 6000
rpm zentrifugiert und der erhaltene Niederschlag dekantiert.
Falls das Produkt unmittelbar verwendet wird, wird es in
physiologischer Kochsalzlosung aufgenommen, véllig ho-
mogenisiert, danach mit Ultraschall behandelt. Falls das er-
haltene Produkt erst spiter angewandt wird, wird der Nie-
derschlag in destilliertem Wasser aufgenommen, vollig ho-
mogenisiert, dosiert und lyophilisiert, danach strahlensterili-
siert.

Verfahrensvariante b)

Das Verfahren wird in der Vorrichtung gemiss der Figur
1 durchgefiihrt. In den Behilter 1 wird die Losung von Le-
cithin und Cholesterin in abs. Alkohol, in den Behilter 2
eine wéssrige Elektrolytldsung mit einem pH-Wert von 2 bis
10 eingefiillt. Nachdem der Riihrer in Bewegung gesetzt wur-
de, ldsst man die Gehalte der Behilter 1 und 2 in den Riihr-
behdlter 4 fliessen, tropfen oder streuen. Nach Vermischen
gelangt das erhaltene Suspensionsgemisch aus dem Riihrbe-
hélter 4 durch das Uberlaufrohr 5 in den Sammelbehiilter 6.
Hier wird das Reaktionsgemisch so lange geriihrt, bis die ge-
wiinschte Menge der Partikelsuspension erhalten wird.

Die erhaltene Suspension wird 30 Minuten lang mit einer
Geschwindigkeit von 6000 rpm (4000-6000 g) zentrifugiert,
danach dekantiert. Der erhaltene Niederschlag wird in de-
stilliertem Wasser aufgenommen, vollig homogenisiert, da-
nach mit Ultraschall behandelt. Nach Dosierung wird das
Produkt strahlensterilisiert. Die so hergestellte leere Partikel
enthilt in lyophilisierter Form in der Einheitsmenge (Parti-
keleinheit) 11,2 mg Trockensubstanz und dies entspricht ei-
ner Partikelnummer von 1,5-2,5 x 108.

Verfahrensvariante c)

Das Verfahren wird in der Vorrichtung geméss der Figur
1 durchgefiihrt. In den Behilter 1 wird die Lésung von Le-
cithin und Cholesterin in abs. Alkohol, in den Behilter 2
eine wissrige Elektrolytldsung mit einer pH-Wert von 2 bis
10 eingefiillt. Nachdem der Riihrer in Bewegung gesetzt wur-
de, ldsst man die Gehalte der Behilter | und 2 in den Riihr-
behdlter 4 fliessen, tropfen oder streuen. Nach Vermischen
gelangt das erhaltene Suspensionsgemisch aus dem Riihrbe-
hilter 4 durch das Uberlaufrohr 5 in den Sammelbehilter 6.

4

Hier wird das Reaktionsgemisch so lange geriihrt, bis die ge-
wiinschte Menge der Partikelsuspension erhalten wird. Das
Suspensionsgemisch wird 30 Minuten lang mit einer Ge-
schwindigkeit von 6000 rpm zentrifugiert, danach dekan-

s tiert. Im Falle unmittelbarer Verwendung nimmt man den
biologisch aktiven Stoff in physiologischer Kochsalzlésung
auf, in dieser Losung suspendiert man den erhaltenen Nie-
derschlag. Die Suspension wird homogenisiert und mit Ul-
traschall behandelt. Falls die Verwendung erst spéter erfolgt,

10 gibt man den in destilliertem Wasser oder in einer wissrigen
Elektrolytlosung mit einem pH-Wert von 2 bis 10 vorgeleg-
ten biologisch aktiven Stoff dem Niederschlag zu. Das erhal-
tene Reaktionsgemisch wird vollig homogenisiert mit Ultra-
schall behandelt, 5 bis 10 Minuten lang bei 37 °C inkubiert,

15 dosiert und lyophilisiert. Das lyophilisierte Produkt wird
dann strahlensterilisiert.

Verfahrensvariante d)
Die nach der Verfahrensvariante b) hergestellten Parti-
20 keln konnen bei biologisch aktiven Stoffen als Adjuvanten
angewandt werden.

Ausfithrungsbeispiele
Beispiel 1
25 Produktion von Hepatitis-Antik6rper
Lebendige und get6tete Hepatitis-Viren werden zu Parti-
keln gebunden, indem man einer lyophilisierten Partikelein-
heit [hergestellt nach der Verfahrensvariante b)] 10° Virus-
partikeln zugibt. Durch die Verwendung des so erhaltenen
30 Immunisierungsstoffes erreicht man hoheren Antikorpertiter,
als die der Literatur.

Protektive Wirkung durch inaktivierte
Myxomatosis-Virus Vakzinen
35 Inder Veterindrmedizin war zur Inmunisierung gegen
diesem Virus nur der Impfstoff, welcher mit lebendigem Vi-
rus hergestellt wurde, protektiv. Hasen werden mit inakti-
vierter Myxomatosis-Vakzine geimpft, worin die Nummer
der Viruspartikeln der Infektion 108/ml betrigt. Die Hasen
40 werden mit 1 ml der Vakzine, welche zu 1 Partikeleinheit
[Verfahrensvariante b)] gebunden ist, subcutan geimpft. Der
Kontrollinfektion gemdss, welche an dem 30-sten Tage nach
der Impfung erfolgte, gibt die so hergestellte und verwendete
Vakzine auch gegen die lebendigen Viren der Kontrollinfek-
45 tion von 100 Infektionsdosen einen vélligen Schutz.
Falls die Partikeleinheit nach der Verfahrensvariante a)
hergestellt wird, so schiitzt der erreichbare Antikorpertiter
bei gleicher Immunisierung gegen 10 Infektionsdosen.

50 Immunitét gegen Treponematosen
Aus den freigelegten Zellen des Stammes Treponema pal-

lidum Budapest (107/ml) wird Antigen durch Ultraschallbe-
handlung hergestellt. Das so erhaltene Antigen wird zu den
Iyophilisierten Partikeln gebunden, worin 2 Iyophilisierte

ss Partikeleinheiten pro 1 ml Antigen angewandt werden. Die
Tiere werden in jede Woche insgesamt sechsmal geimpft,
worin der Gehalt des Antigens 1 ml betréigt und die Imp-
fungen werden intramusculir, intravends und subcutan
durchgefiihrt. In den Tieren konnte ein hoher spezifischer

60 Antikorpertiter und Chamker-Immunitit erreicht werden.

Immunisierung gegen Tetanus
a) Zu einer Partikeleinheit [Verfahrensvariante b)] wird
die Einheitsmenge des Tetanus-Toxoids gebunden und das
65 erhaltene Material lyophilisiert. Vor der Verwendung wird
das Material in physiologischer K ochsalzldsung resuspen-
diert, worin die Menge der physiologischen Kochsalzlésung
dem Volumen der Suspension vor der Lyophilisierung ent-



spricht. Die Wirksamkeit wurde an Meerschweinchen nach
den amerikanischen, britischen und ungarischen Arzneibii-
chern (United States Pharmacopeae, British Pharmacopeae,
Pharmacopea Hungaricae) untersucht. Aufgrund der Unter-
suchungen ist die spezifische Immunogenitit des Stoffes ge-
gen Tetanus grosser, als die in den Vorschriften angegebenen
Werte des Immuneffektes. Die Untersuchungen wurden
auch mit den Impfstoffen, welche nach den Verfahrensvari-
anten a) und c) hergestellt wurden, durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse sind mit den oben angegebenen gleich.

b) Zu einer Partikeleinheit [Verfahrensvariante b)] wer-
den verschiedene Mengen des Tetanus-Toxoids gebunden
und das erhaltene Material lyophilisiert. Nach Lyophilisie-
rung wird das Material in physiologischer Kochsalzldsung
aufgenommen (resuspendiert), worin die Menge der physio-
logischen Kochsalzlosung dem Volumen der Suspension vor
der Lyophilisierung entspricht. Die Wirksamkeit wurde an
Meerschweinchen nach den im Beispiel 3 erwdhnten Arznei-
biichern untersucht. Die spezifische Antigenitit libersteigt
den in den Vorschriften angegebenen Wert und die Antigeni-
tat entspricht dem Dosisantwortgesetz.

¢) Zu verschiedenen Mengen der Partikeln [Verfahrens-
variante b)] werden gleiche Mengen an Tetanus-Toxoid ge-
bunden. Nach Lyophilisierung wird das Material in physio-
logischer Kochsalzlgsung auf das Volumen, welches dem
Volumen der Suspension vor der Lyophilisierung entspricht,
resuspendiert. Die Untersuchungen wurden an Meer-
schweinchen geméss den im Beispiel 3 erwihnten Arzneibii-
chern durchgefiihrt. Die Immunantwort iibersteigt in jeden
Fillen die in den erwdhnten Arzneibiichern angegebenen
Antigenitdtswerte.

Immunisierung mit kombinierten bakteriellen Antigenen
Zu einer Partikeleinheit [Verfahrensvariante b)] werden

Diphterie- und bakterielle Antigene kombiniert gebunden.
Nach Lyophilisierung wird das Material in physiologischer
Kochsalzlosung auf das Volumen, welches dem Volumen der
Suspension vor der Lyophilisierung entspricht, resuspen-
diert. Danach werden die Wirksamkeiten der Antigene nach
den im Beispiel 3 erwihnten Arzneibiichern an Meer-
schweinchen und an weissen Méusen bestimmt. Das Mass
der Antigenitét Gibersteigt die in den Arzneibiichern angege-
benen Werte.

Beispiel 2
Herstellung von Anti-HCG Immunserum

Zur Herstellung von Antihormonen werden Priifungen
mit Human-Choriogonadotropin (HCG) durchgefiihrt. Zur
Zeit wird die allbekannte schlechte immunogene Adjuvie-
rung mit dem oligen Freund-Adjuvant durchgefiihrt.

Erfindungsgemiss wird 3000 Ae/mg HCG zu einem Par-
tikeleinheit [Verfahrensvariante b)] gebunden. Mit dem so
erhaltenen Impfstoff werden NZW-Hasen mit 2,5 kg Kor-
pergewicht in jeden zwei Wochen subcutan geimpft. Der An-
tikorpertiter wird nach der 7-ten Impfung bestimmt und ist
in jedem Falle grosser, als die der Kontrollgruppe.

Die Impfung der Kontrollgruppe wird auch mit der glei-
chen Menge von HCG, welches mit Freund-Adjuvant stimu-
liert wurde, durchgefiihrt. Bei der Kontrollgruppe, welche
mit dem Freund-Adjuvant geimpft wurde, treten unge-
wiinschte Nebenwirkungen auf, doch findet man keine Ne-
benwirkungen bei der Gruppe, welche mit den erfindungsge-
missen Partikeln geimpft wurde. Nach der oben beschriebe-
nen langen Immunisierungsperiode werden die Hasen ver-
blutet und seziert lassen. Nach der mikroskopischen und hi-
stologischen Priifung treten bei der Niere, der Leber und der
Lunge keine pathologischen Anderungen auf.
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Beispiel 3
Herstellung von Antihystamin Serum
2,7 mg von detoxyziertem Hystamin (p-Amino-benzo-
azo-hystamin) wird zur 2 Partikeleinheit des lyophilisierten
s Trigers (Verfahrensvariante b)) gebunden und mit diesem
Stoff werden Hasen an jeden zweiten Tag immunisiert. Nach
der 20-sten Impfung beobachtet man einen hohen Antiko1-
pertiter des Antihystamins.

10 Beispiel 4
Herstellung von an den Partikeln aus lipoidldslichen
Stoffen gebundenen gamma-Globulin Reagens
2,5ml 0,25%-ige gamma-Globulin Lsung in einem Puf-

fer mit einem pH-Wert von 6 und die abs. alkoholische Lo6-

15 sung der lipoidlSslichen Stoffe, welche 0,01-0,6% Eilecithin
und 0,1-2% Cholesterin enthdlt werden nach der Verfah-
rensvariante a) vermischt. Der erhaltene Niederschlag wird
in 5 ml — bei der Verdiinnung des Blutserums iiblicher — phy-
siologischer Elektrolytlosung vorgelegt, in einem Turmix,

20 danach mit Ultraschall behandelt.

_ Beispiel 5
Verwendung des erfindungsgemass hergestellten gamma-
Globulin Reagenses zur quantitativen Bestimmung
25 von Rheumatoid Arthritis

In Rheumatoid Arthritis sind Immunkomplexe anwe-
send, welche mit den normalen menschlichen Immunoglobu-
linen in Reaktion treten. Thre Nachweisung und die Erken-
nung der Krankheit begriinden sich auf dieser Tatsache. Sie

30 konnen durch verschiedene Reaktionen, z. B. durch Verwen-
dung von Latexpartikeln oder durch die empfindliche WAA-
LER-ROSE Reaktion siehbar gemacht werden.

Das Latextrigersystem wurde frither beschrieben.

Die WAALER-ROSE Reaktion ist eine passive Hema-

35 glutinationsmethode, ihre Durchfithrung beansprucht vicle
Zeit.

Die Blutseren der zu untersuchenden Menschen werden
30 Minuten lang bei 56 °C wirmebehandelt und bis zur Ver-
wendung bei +4 °C gelagert. Man arbeitet moglicherweise

40 mit frischen Blutseren, welche hdchstens eine Woche «alt»
sind.

Aufeine bei der Agglutination der Bakterien {ibliche
Glasplatte wird je ein Tropfen (0,5 ml) des zu untersuchen-
den Blutserums in physiologischer Kochsalzlosung in ver-

ss schiedenen Konzentrationen aufgebracht. Zu diesen ver-
diinnten Blutseren werden je 0,01 ml des erfindungsgeméss
hergestellten gamma-Globulin Reagenses zugegeben.

Nachdem das Reagens dem Blutserum zugegeben wurde,
wird der Ablauf der Reaktion, die Agglutination gemessen.

so Die Reagenzien werden so bald wie moglich den verdiinnten
Blutserumstropfen zugegeben. Unter der Bewegung der Plat-
te vermischt man die zwei Substanzen mit einem Glasstock.
Die Auswertung der Reaktion erfolgt unter Verwendung ei-
ner Lupe durch Beobachtung mit Augen. Die Stirke der Ag-

55 glutinationen wird von 0 bis + + + + geteilt. O bedeutet,
dass die Agglutination wihrend 5 Minuten nicht vorkommt.
Die positive Reaktion wird mit den Kreuzen bezeichnet und .
ist je stirker, desto grosser die Nummer der Kreuzen ist. Die
Bezeichnung + + + + bedeutet, dass starke Aggregate ent-

60 stehen und unter den Niederschlagsteilchen die Fliissigkeit
sauber ist. Zur Kontrolle dient ein Tropfen der zur Verdiin-
nung des Blutserums angewandten physiologischen Koch-
salzlésung, welchem 0,01 ml des oben erwéhnten Reagenses
zugegeben wurde. In diesem Falle erfolgt keine Agglutina-

65 tion wihrend der Priifzeit von 5 Minuten.

Die Bildung der Mikroaggregate kann auch mit einem
Mikroskop beobachtet werden. In diesen Féllen wird die Re-
aktion auf einem Objektirdger durchgefithrt. Die Beobach-
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tung wird mit einem 40 x Objektiv und einem 7 x Okular te erfolgt, und ist negativ, wenn die Agglutination wihrend
durchgefiihrt. Falls nur die Positivitit des zu untersuchenden dieser Zeit nicht vorkommt.

Blutserums in Frage kommt, wird die Reaktion mit konzen- Aufgrund der Ergebnisse (Tabelle 1) ist die erfindungsge-
trierten Blutseren — ohne Verdiinnung — durchgefiihrt. Die mdsse Komposition zur Durchfiihrung von schneller

Reaktion wird nach der oben beschriebenen durchgefiihrt 5 Reihenuntersuchung geeignet.
und ist positiv, wenn die Agglutination wihrend einer Minu-

Tabelle 1

Der Titer des aus lipoidiéslichen Partikeln und zu diesen gebundenen gamma-Globulin
hergestellten Reagenses (GLT)

Der Titer der WAALER-ROSE Reaktion (WRT)

Verdiinnung des 0, 32, 64, 128, 256, 512, 1024,
Blutserums

Konzentriert + TH++ S+t b+ b4+ ++++
2 - +++ FTH++ F++ b+t A+ 4t
4 - + ++ +++ tH++ e+ 44+
8 - + + ++ +++ ++++ F+++
16 - - + + +++ +++ ++++
32 - - - + ++ +++ +++
64 - - - - + + +4++
128 - - — - - + +

30

35

40

45

50

55

60

65

s 1 Blatt Zeichnungen



O+ 0

Fig.1

655 246
I Blatt



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DRAWINGS

