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69 Immunologisches Diagnose-Reagenz.

Es wird ein wasserunldsliches Reagenz sowie ein

Verfahren zu dessen Herstellung beschrieben, wel-
ches bei immunologischen Bestimmungen verwendet
werden kann. Das Reagenz besteht aus diskreten Latex-
teilchen mit einem dem Wasser entsprechenden spezifi-
schen Gewicht, an welche ein immunologisch aktives
Material, wie z.B. humanes Immunglobulin G, gebun-
den ist. Der Latex besteht aus einer Dispersion von Par-
tikeln von -Vinylpolymerisaten, die als Endgruppen
Gruppen der Formel

- S —_Q |
NH2

tragen. Die Partikel bestehen aus einem Kern von Vinyl-
und/oder Dienpolymerisat, das Carboxyl- und/oder Sul-
fonatfunktionen trigt, und aus einer usseren Schicht
von Vilnylpolymerisat, die als Endgruppen Gruppen der
Forme

NH2

trigt. Die Partikel haben einen mittleren Durchmesser
zwischen 0,03 und 5 um. Zur Herstellung des Reagens
wird der Latex nach Diazotierung oder unter Verwen-
dung von geeigneten polyfunktionellen Verbindungen,
z.B. p-Phenyldiisothiocyanat, mit dem immunologisch
aktiven Material umgesetzt.
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PATENTANSPRUCHE 10. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
1. Wasserunlsliches Reagenz fiir eine immunologische gekennzeichnet, dass das immunologisch aktive Material Schaf
Bestimmung, mit einem etwa dem von Wasser entsprechenden  anti-Human IgG Immunoglobulin G ist.
spezifischen Gewicht in Form diskreter Latexteilchen, an 11. Verfahren zur Herstellung eines Reagens nach
welche ein immunologisch aktives Material gebunden ist, 5 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man den Latex nach

dadurch gekennzeichnet, dass der Latex aus einer Dispersion Diazotierung oder unter Verwendung von geeigneten poly-
von Partikeln von Vinylpolymerisaten besteht, die als Endgrup-  funktionellen Verbindungen mit dem immunologisch aktiven
pen Gruppen der Formel: Material umsetzt.
12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
10 dass man den Latex nach Diazotierung mit Ziegen anti-
Humanalbumin Immunoglobulin G umsetzt.
13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass man den Latex unter Verwendung von p-Phenyldiisothio-
NH 2 cyanat mit Schaf anti-Human IgG Immunoglobulin G umsetzt.
15 14.Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
dass man den Latex unter Verwendung von Bis-diazobenzidin
tragen, wobei die Partikel aus einem Kern von Vinyl-und/oder  mit humanem Immunoglobulin G umsetzt.

-3S

Dienpolymerisat, das Carboxyl- und/oder Sulfonatfunktionen 15. Verwendung eines Reagens nach Anspruch 1 fiir immu-
tragt, und aus einer dusseren Schicht von Vinylpolymerisat,das  nologische Bestimmungen.
als Endgruppen Gruppen der Formel: 2 16. Verwendung gemiss Anspruch 15 eines Reagens nach

einem der Anspriiche 2 bis 10.

— G
25
N H2
Die vorliegende Erfindung betrifft wertvolle diagnostische

Reagenzien, ein Verfahren zu deren Herstellung sowie deren
tragt, gebildet sind und einen mittleren Durchmesser zwischen Verwendung bei immunologischen Bestimmungen.

0,03 und 5 um haben. 3  Die Diagnose von pathologischen oder anderen Zustinden
2. Reagenz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass  in Menschen und Tieren wird oft unter Anwendung von immu-

die Vinylpolymerisates entweder Homopolymerisate von nologischen Prinzipien durchgefiihrt. Diese Prinzipien werden

Monomeren sind, die aus Styrol und seinen Derivaten, Vinyl- zum Nachweis von Antikérpern oder Antigenen in den Kér-

chlorid, Vinylidenchlorid, Vinylacetat, Acrylderivaten gewdhlt  perfliissigkeiten des Lebewesens beniitzt. Ein Antigen ist eine
sind, oder Copolymerisate dieser Monomeren untereinander 35 fremde Substanz, welche, wenn sie dem Lebewesen appliziert

und/oder mit modifizierend wirkenden Vinyl-Comonomeren wird, die Bildung von gewissen [6slichen und als Antikérper

sind, die bis zu 5 Gew.% des Copolymerisats ausmachen. bezeichneten Substanzen bewirkt. Irgendeine Substanz wie
3.Reaganz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-  z B.ein Protein, welche normal nicht in einem bestimmten

net, dass die Dienpolymerisate Homopolymerisate des Buta- Lebewesen vorhanden ist, kann die Bildung von Antikorpern

diens und seiner Derivate oder Copolymerisate dieser Mono- 40 verursachen, wenn sie dem Lebewesen unter geeigneten Bedin:
meren untereinander und/oder mit Vinylmonomeren und/oder gungen appliziert wird.

modifizierend wirkenden Vinylcomonomeren, die bis zu 5 Nach ihrer Bildung reagieren die Antikérper mit den Anti-
Gew.% des Copolymerisats ausmachen, sind. genen und schiitzen auf diese Weise, im Fall eines Bakterien-
4. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch oder Virus-Fremdkérpers, gegen Infektionen.

gekennzeichnet, dass die Vinylpolymerisate, die die dussere 45 Immunologische Testverfahren beruhen auf der Antigen-
Schicht bilden, Homopolymerisate des Styrols und seiner Deri- Antikdrper-Reaktion, welche sich gewshnlich durch Unléslich-
vate, von Alkylacrylaten und Alkylmethacrylaten (Alkyl mit 1 keit oder Agglutination manifestiert.

bis 10 Kohlenstoffatomen), von Acrylnitril oder Methacrylni- Im allgemeinen wird die Anwesenheit eines Antigens oder
tril, sowie Copolymerisate dieser Monomeren untereinander eines Antikérpers dadurch bestitigt oder bestimmt, dass man
und/oder mit modifizierend wirkenden Vinylcomonomeren o den entsprechenden Antikérper oder das entsprechende Anti-
sind, die bis zu 5 Gew.% des Copolymerisates ausmachen. gen einer Kérperfliissigkeit des Lebewesens, meistens Urin,

5. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch Blutserum oder einem speziell behandelten Blutextrakt, zugibt.
gekennzeichnet, dass das Kernpolymerisat 30 bis 99,5 Gew.% Eskonnen jedoch auch andere Kaérperfliissigkeiten verwendet
der Partikel und das Polymerisat der dusseren Schicht 70 bis werden. Man stellt die Anwesenheit bzw. die Abwesenheit des
0,5 Gew.-% de Partikel ausmacht. . 55 Antikorpers oder des Antigensiin der Korperfliissigkeit des

6. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch Lebewesens fest, indem das Eintreten oder Nichteintreten
gekennzeichnet, dass die Menge des immunologisch aktiven einer Antigen-Antikdrperreaktion festgestellt wird.

Materials 0,01 bis 15,0 Gew.-% betragt. Weil einige Komplexe sich nur sehr langsam bilden und
7.Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch sehr geringe Teilchengrossen besitzen, ist es notwendig, Triger

gekennzeichnet, dass das immunologisch aktive Material kova- 6o zu beniitzen, um sie sichtbar zu machen. In einer bisher bevor-
lent an die diskreten Teilchen des Latexpolymeren gebunden zugten Methode wurden der Antikérper bzw. das Antigen mit-

ist. tels eines Carbodiimids iiber eine Amidbindung an diskreten
8. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch Teilchen von carboxylierten Latexpolymeren, wie z. B. von car-
gekennzeichnet, dass das immunologisch aktive Material huma- boxylierten Copolymeren aus Butadien und Styrol, gebunden.
nes Immunoglobulin G ist. 65 Diese Methode hat jedoch den Nachteil, dass wihrend der
9. Reagenz nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch Kupplung des Proteins (Antikérper oder Antigen) an die Latex-

gekennzeichnet, das das immunologisch aktive Material Ziegen teilchen, wegen der Verwendung von Carbodiimiden als
anti-Humanalbumin Immunoglobulin G ist. Nebenreaktion eine unerwiinschte Vernetzung des eingesetz-




ten Proteins eintritt und somit ein Teil der oft sehr teuren Pro-
teine fiir die Kupplung mit dem Trager verloren geht.

Die vorliegende Erfindung betrifft nun neuartige polymere
Tréger, mit welchen die obigen Nachteile vermieden werden
kénnen und welche mit einem breiten Spektrum von immuno-
logisch aktiven Materialien ein diagnostisch verwendbares
Reagenz bilden kénnen, das stabil, spezifisch und empfindlich
ist und eine leicht nachweisbare visuelle Bewertung in sehr kur-
zer Zeit ermoglicht.

Genauer gesagt, betrifft die vorliegende Erfindung ein was-
serunlosliches Reagenz fiir eine immunologische Bestimmung
mit einem etwa dem von Wasser entsprechenden spezifischen
Gewicht in Form diskreter Latexteilchen, an welche ein immu-
nologisch aktives Material gebunden ist, dadurch gekennzeich-
net, dass der Latex aus einer Dispersion von Partikeln von
Vinylpolymerisaten besteht, die als Endgruppen Gruppen der
Formel:

U s
NH,
tragen, wobei die Partikel aus einem Kern von Vinyl-
und/oder Dienpolymerisat, das Carboxyl- und/oder Sulfonat-

funktionen trigt, und aus einer dusseren Schicht von Vinylpo-
lymerisat, das als Endgruppen Gruppen der Formel:

NH,

tragt, gebildet sind und einen mittleren Durchmesser zwischen
0,03 und 5 pm haben.

Weiter bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zur
Herstellung eines solchen Reagens, welches dadurch gekenn-
zeichnet ist, dass man den Latex nach Diazotierung oder in
Gegenwart von geeigneten polyfunktionellen Reagenzien mit
dem immunologisch aktiven Material umsetzt.

Als «immunologisch aktive Substanzen» konnen all jene
Bestandteile in physiologischen Fliissigkeiten, Zell- und Gewe-
beextrakten genannt werden, fiir die ein immunologischer
Reaktionspartner vorhanden ist oder gebildet werden kann.
Dazu gehéren Amine, Aminosduren, Peptide, Proteine, Lipo-
proteine, Glycoproteide, Sterine, Steroide, Lipoide, Nuclein-
sauren, Enzyme, Hormone, Vitamine, Polysaccharide und Alka-

loide. Bevorzugte immunologisch aktive Substanzen sind in der

folgenden Tabelle zusammengestellt:

Tabelle I

I. Antigene gewonnen aus Mikroorganismen
Bakterien

1. Gram-positive Kokken
Streptokokken (Pyogene, Fecalis und Viridans)
Staphylokokken (aureus und albus)
Pneumokokken (D. pneumoniae)

2. Gram-negative Kokken
Neisseria (gonorrhoeae und meningitidis)

3. Gram-positive, aerobe Bazillen
Bacillus anthracis
Corynebacterium diphtheriae
Erysipelothrix
Listeria monocytogenes
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4, Gram-positive, anaerobe Bazillen
Clostridia (botulinum, perfringens, welchii und tetani)
5.Gram-negative, anaerobe Bazillen
Bacteroides
6. Gram-negative, intestinale Bazillen
Escherichia
Klebsiella
Enterobacter
Proteus
10 Pseudomonas
Salmonella
Shigella
7.Gran-negative, nicht intestinale Bazillen
Pasteurella (pestis und tularensis)
15 Hemophilus influenza
Brucella (melitensis, abortus und suis)
Brodetella pertussis
Malleomyces
8.Spirocheten
20 Treponema pallidum
Leptospira
Borrelia
9. Mycoplasma
10. Mycobakterien
11. Vibrio
12. Actinomyces

5

25

Protozoen
1. Intestinale Protozoen
30 Amoben
2. Flagellates
Trichomonas
Leishmania
Trypanosomes
35 Toxoplasma (T. Gondii)
3.Sporozoen
Plasmodia (vivax, falciparum, malariae und ovale)

Pilze
40 1. Sporotrichum
2.Cryptococcus
3. Blastomyces
4, Histoplasma
5.Coccidioides
a5 6.Candida
Viren und Rickettsien
1. Rickettsia
2.Viren
so Hundehepatidis
Shope papilloma
Influenza A & B
Hiithnerpest
Herpes simplex
55 Adenoviren
Polyoma
Rous sarcoma
Vaccinia
Poliovirus
0 Roteln
Hundestaupe
Leukemia
Mumps
Newcastle-Krankheit (Haushuhnkrankheit)
65 Sendai
ECHO
Maul- und Klauenseuche
Psittacosis
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Rabis
Ectromelia
Arborviren

I. Fremde Antigene

Polysaccharide

Hyaluronidase

Tetanus-toxin

Eiovalbumin

Schafserumalbumin

menschliches Plasma-gamma-globulin
menschliches Serum-albumin

I11. Natiirliche Antigene
1.Hormone

Insulin

Glucagon

Thyroid-Hormone

Choriongonadotropin

Chorion-Wachstumshormon - Prolactin
2.Enzyme

Pancreas-chymotrypsinogen

Procarboxypeptidase

Deoxyribonuclease

Ribonuclease

Catalase

Creatin-Phosphokinase
3.Organspezifische Antigene

Niere

Leber

Haut

Herz (Myoglobin)

gastrointestinaler Trakt

Prostata

Embryo-Antigene (z. B. CEA-Antigen)

Tumor-Antigene
4. Bindegewebekomponenten

Muskel

Collagen

Amyloid

Muskel-Autoantikdrper bei Myasthenia gravis
Autoantikorper fiir Nervengewebe
Autoantikorper gegen faserartiges Gewebe und Vaskularkom-

ponenten

5 Autoantikorper gegen Plittchen und Megakaryocyten
Antikérper gegen Trophoblasten

3. Induzierte Antikérper gegen:
Immunoglobulinklassen IgG, IgA, IgM oder unterschiedliche
Spezies . .

V. Haptenische Verbindungen
Opiumalkaloid (Morphin)
Antipyrin

Barbitursiure

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind besonders
bevorzugte immunologisch aktive Substanzen Albumin, Rheu-
matoidfaktor, menschliches Inmunoglobulin IgG und Antikér-
per gegen IgG. :

Unter Vinylpolymerisaten, die den Kern der Partikeln bil-
den, versteht man Homopolymerisate von Monomeren, wie
Styrol und seine Derivate: Methylstyrole, Athylstyrole, Vinylto-
luol; Vinyichlorid, Vinylidenchlorid; Vinylacetat; Acrylderivate,
wie Alkylacrylate und -methacrylate (Alkyl mit 1 bis 10 Kohlen-

2s stoffatomen), die gegebenenfalls hydroxyliert sind, wie

2-Hydroxyithylacrylat und -methacrylat und 2-Hydroxypro-
pylacrylat und -methacrylat; Acrylnitril und Methacrylnitril;
sowie Copolymerisate dieser Monomeren untereinander und/
oder mit modifizierenden Vinylcomonomeren, wie Divinylben-

30 zol, Acrylamid und Methacrylamid und deren N-substituierte

Derivate, wie z. B. Methylolacrylamid; diese Comonomere stel-
len bis zur 5 Gew.% des Copolymerisates dar._

Unter Dienpolymerisaten, die den Kern bilden, versteht
man Homopolymerisate des Butadiens und seiner Derivate:

35 Chloropren, Isopren; sowie die Copolymerisate dieser Mono-

meren untereinander und/oder mit Vinylmonomeren, wie sie -
oben genannt wurden, in allen Mengenverhiltnissen und/oder
mit modifizierend wirkenden Vinylmonomeren, wie sie oben
aufgezihlt wurden, deren Menge in dem Copolymerisat bis zu 5

5. Blutzellenantigene, Blutgruppensubstanzen und andere *° Gew.% ausmacht.

Isoantigene
Plattchen
Megakaryocyten
Leucocyten
Erythrocyten
Blutgruppensubstanzen
Forssman-Antigen
Histovertriglichkeits-Antigene
6. Plasmaproteine
Fibrin und Fibrinoid
Plasminogen und Plasmin
7. Pathologische Globuline
Myelamo, makroglobulinaemische und dysglobulinaemische
Proteine
Rheumatoidfaktor
C-reaktionsfiihiges Protein

IV. Natiirliche Antikérper
1. Natiirliches Gammaglobulin
Natiirliche Antikérper - nephrotoxische Antikorper
Komplement
2. Auto-Antikérper
antinuclearer Faktor
Thyroidautoantikérper
Adrenalautoantikérper
Autoantikorper fiir gastrisch-parietale Zellen bei perniziéser
Anidmie
Autoantikdrper fiir Spermatozoen

Die Vinylpolymerisate, welche die dussere Schicht der Par-
tikel bilden, sind Homopolymerisate von Monomeren, wie Sty-
rol und seine Derivate, z. B. Methylstyrole, Athylstyrole Vinyl-
toluol; gegebenenfalls hydroxylierte Alkylacrylate und Alkyl-

45 methacrylate (Alkyl mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen); Acrylni-

tril und Methacrylnitril; sowie Copolymerisate dieser Monome-
ren untereinander und/oder mit modifizierend wirkenden
Vinylcomonomeren, wie Divinylbenzol, Acrylamid und Metha-
crylamid sowie deren N-substituierte Derivate, wie Methylol-

50 acrylamid, die bis zu 5 Gew.% des Copolymerisats ausmachen .

konnen. )

In den Partikeln stellt das Kernpolymerisat 30 bis 99,5
Gew.%, vorzugsweise 60 bis 99 Gew.-%, und das Polymerisat
der dusseren Schicht 70 bis 0,5 Gew.-%, vorzugsweise 40 bis 1

55 Gew.-%, dar.

Die Polymerisatpartikel, deren Kornverteilung je nach den
gewiinschten Eigenschaften des Latax und den in Betracht
gezogenen Anwendungen breit oder eng sein kann, haben
einen mitleren Durchmesser zwischen 0,03 und 5 pm, vorzugs-

60 weise zwischen 0,05 und 1 um. Sie stellen bis zu 60 Gew.%, vor-

zugsweise bis zu 45 Gew.%, des Latex dar. Jedoch kann der
Latex ohne weiteres verdiinnt oder konzentriert werden.

Das Kernpolymerisat kann hergestellt werden durch Emul-
sionspolymerisation des oder der Vinylmonomeren und/oder

55 Dienmonomeren in Gegenwart von mindestens einer athyleni-

schen Mono- oder Polycarbonsiure, die mit dem oder den
Monomeren copolymerisierbar ist, und/oder mindestens eines
copolymerisierbaren ungesittigten Alkaliorganosu!fonats;



dann wird das Polymerisat der dusseren Schicht hergestellt
durch Emulsionspolymerisation des oder der Vinylmonomeren
in Gegenwart des Latex des Kernpolymerisates, der oben
erhalten wurde, und in Gegenwart eines Ketteniibertragungs-
mittels.

Die bei der Polymerisation des Kernpolymerisates und bei
der Polymerisation des Polymerisates der dusseren Schicht ver-
wendeten Monomeren sind die oben aufgezihlten Monome-
ren. Sie werden entweder alle vor der Polymerisation verwen-

det oder zum Teil vor der Polymerisation verwendet, wobei der t0

restliche Teil im Verlauf der Polyerisation in aufeinanderfol-
genden Fraktionen oder kontinuierlich zum Reaktionsmedium
gegeben wird, oder alle im Verlauf der Polymerisation in auf-
einanderfolgenden Fraktionen oder kontinuierlich zugesetzt.
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dem Reaktionsmedium beliebige Verbindungen zuzusetzen, die

entweder die Ionenstirke des Mediums und demzufolge die
Kornverteilung zu modifizieren vermogen, wie Mineralsalze,
Elektrolyten, in einer Menge bis zu 3 Gew.%, bezogen auf die

s Monomeren, oder die den pH-Wert des Mediums zu modifizie-

ren vermogen, wie beispielsweise Puffer, Sduren, Basen. Jedoch
wurde in bestimmten Fillen festgestellt, dass es zur Begiinsti-

gung der Copolymerisation zu bevorzugen ist, wenn das

Medium neutral oder sauer ist.

Die Polymerisationstemperatur, die eine Funktion des ver-
wendeten Initiators und des herzustellenden Polymerisats ist,
liegt im allgemeinen zwischen —5 und +90 °C.

Die erhaltenen Latices weisen Polymerisatpartikel mit
einem Durchmesser zwischen 0,03 und 5 um, vorzugsweise zwi-

Als copolymerisierbare dthylenische Mono- oder Polycar- 15 schen 0,05 und 1 um, auf. Diese Partikel sind im allgemeinen

bonsiuren seine Acrylsiure, Methacrylsiure, Maleinsaure,
Fumarsdure, Crotonsiure, Sorbinséure, Zimtsaure, Itacon-
saure, Aconitsiure genannt, die in Mengen zwischen 0,5 und 15
Gew.%, vorzugsweise zwischen 0,5 und 10 Gew.%, bezogen
auf das oder die Monomeren, verwendet werden.

Die copolymerisierbaren ungesattigten Alkaliorganosulfo-
nate sind z. B. Natriumvinylsulfonat, Natriummethallylsulfonat,
Natrium-2-sulfoathylacrylat, Natrium-2-sulfoithylmetacrylat,
2-Acrylamido-2-methylpropansulfonat; sie werden in Mengen
zwischen 0,1 und 3 Gew-%, bezogen auf das oder die Monome-
ren, verwendet.

Die copolymerisierbaren athylenischen Mono- oder Poly-
carbonsauren und die copolymerisierbaren ungesittigten Alka-
liorganosulfonate konnen einzeln oder in Kombination in den
angegebenen Mengen verwendet werden.

Die Herstellung des Kernpolymerisates erfolgt in Emulsion
nach jedem beliebigen klassischen Verfahren in Gegenwart
eines Initiators und eines Emulgators.

Als Initiator verwendet man vorzugsweise Alkalipersulfate,
wasserlosliche Diazoderivate oder Redoxsysteme auf Basis
von Wasserstoffperoxyd, organischen Peroxyden oder
Hydroperoxyden in Mengen in der Gréssenordnung von 0,01
bis 5 Gew.-%, vorzugsweise 0,03 bis 3 Gew.-%, bezogen auf auf
das oder die Monomeren.

nicht kalibriert, aber es ist moglich, sie kalibriert zu erhalten,
wenn man bekannte Kalibrierverfahren fiir die Emulsionspo-
lymerisation anwendet, wie die gesteuerte Zugabe des Emulga-
tors und/oder des oder der Monomeren und insbesondere die

20-Animpfung. Im letzten Falle kann der Emulgator in dem Impf-

material enthalten sein.

Die Partikel sind aus Homopolymerisat oder Copolymeri-
sat mit einer Oberfliche von Carboxyl- und/oder Sulfonatfunk-
tionen gebildet. Das Vorhandensein dieser Funktionen kann

25 durch konduktometrische Titration bestitigt werden.

Die Herstellung des Polymerisates der dussern Schicht
wird in wissriger Emulsion in Gegenwart von Kernpolymeri-
sat, Ketteniibertragungsmittel, Initiator und gegebenenfalls
Emulgator ausgefiihrt.

Die verwendete Menge des Kernpolymerisats liegt zwi-
schen 30 und 99,5 Gew.% und betrigt vorzugsweise 60 bis 99
Gew.%, bezogen auf die Summe von Kernpolymerisat und zu
polymerisierendem Monomeren.

Das Ketteniibertragungsmittel vom Typ Aminophenyldisul-

35 fid oder Aminophenylmercaptan ist insbesondere 0,0’-Dithio-

bisantilin, p,p-Dithiobisanilin, 2-Mercaptoanilin, 3-Mercaptoani-
lin, &-Mercaptoanilin. Dieses Mittel wird im allgemeinen in
Losung in dem oder den Monomeren verwendet, und zwar in
Mengen zwischen 0,1 und 10 Gew.%, vorzugsweise zwischen

Der verwendete Emulgator kann anionaktiv und/oder nicht 40 0,5 und 5 Gew.-%, bezogen auf das oder die Monomere.

ionogen sein. Es handelt sich um klassische Produkte fiir die
Emulsionspolymerisation.

Als anionaktive Emulgatoren seien genannt: Salze von Fett-
sauren; Alkalialkylsulfate, Alkalialkylsulfonate, Alkalialkylaryl-

Die fiir die Polymerisation des oder der Monomeren der
jusseren Schicht erforderlichen Initiatoren sind Diazoinitiato-
ren, Azonitrile wie Azoi-bis-isobutyronitril oder wie sulfoniert
Azonitrile, wie sie im franzosischen Patent Nr. 1 233 582

sulfonate, Alkalialkylsulfosuccinate, Alkalialkylphosphate; Sul- 45 beschrieben sind; von diesen kann man erwéhnen: Azobis<iso-

fobernsteinsiurealkylester; Sulfonate von Alkylphenolpolygly-
colithern; Salze von Estern von Alkylsulfopolycarbonsiuren;
Kondensationsprodukte von Fettsiuren mit Oxyalkansulfon-
siduren und Aminoalkansulfonsiduren; sulfatierte Derivate von
Polyglycolithern; sulfatierte Ester von Fettsauren und Polygly-
colen; Alkanolamide von sulfatierten Fettsduren.

Als nichtionogene Emulgatoren kommen Fettsdureester
von Polyalkoholen, Alkanolamide von Fettsauren, Polyathylen-
oxyde, Copolyathylenoxyd/Propylenoxyd, oxyathylierte Alkyl-
phenole in Betracht.

Die zu verwendenden Mengen des oder der Emulgatoren
liegen in der Grossenordnung von 0,01 bis 5 Gew.-%, bezogen
auf das oder die Monomeren, und ihre Einfithrung erfolgt ent-
weder insgesamt vor der Polymerisation oder zum Teil vor der
Polymerisation, wobei der restliche Teil im Verlauf der Polyme-
risation in nacheinanderfolgenden Fraktionen oder kontinuier-
lich zum Reaktionsmedium zugesetzt wird, oder insgesamt im
Verlauf der Polymerisation in nacheinanderfolgenden Fraktio-
nen oder kontinuierlich.

Die fiir die Polymerisation des Kernpolymerisates zu ver-
wendende Menge Wasser muss derart sein, dass die Konzentra-
tion des oder der Monomeren 60 Gew.-% nicht ibersteigt.

Obgleich es nicht unbedingt erforderlich ist, ist es moglich,

butyronitrilnatriumsulfonat), Azobis{o-methylbutyronitrilnatri-
umsulfonat), Azobis<(a-methyl-B-athoxycarbonylbutyronitrilna-
triumsulfonat); carboxylierte Azonitrile, wie 4.4'-Azobis-(4-
cyanpentansdure) und ihre Salze, Azobis-alkylamidiniumsalze,

50 wie o,0/-Azobis-isobutyramidiniumchlorid, Azobis-N,N’-di-

methylenisobutyramidiniumchlorid.

Der Initiator, der in einer Menge von 0,01 bis 3 Gew.%, vor-
zugsweise 0,1 bis 2 Gew.%, bezogen auf das oder die Monome-
ren, verwendet wird, wird ingesamt oder zum Teil vor der

s5 Polymerisation verwendet, wobei der andere Teil im Verlauf

der Polymerisation in nacheinanderfolgenden Fraktionen oder
kontinuierlich zu dem Reaktionsmedium zugesetzt wird, insbe-
sondere wenn die Lebensdauer des Initiators bei der Polymeri-
sationstemperatur kurz ist. Der Initiator kann auch ingesamt im

60 Verlauf der Polymerisation kontinuierlich zum Reaktionsme-

dium zugegeben werden.

Der allfallige Emulgator wird aus anionaktiven und/oder
nichtionogenen Emulgatoren gewihlt, die fiir die Herstellung
des Kernpolymerisats angegeben wurden; er kann gleich oder

¢5 verschieden wie der fiir die Herstellung der Kernpolymerisates

verwendete Emulgator sein. Er wird in Mengen von bis zu 10
Gew.-%, bezogen auf das oder die Monomeren, verwendet, und
seine Einfiihrung kann je nach dem mittleren Durchmesser der
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Latexpartikel, der erhalten werden soll, entweder ingesamt vor temperatur, mit dem diazotierten Trager zur Reaktion

der Polymerisation oder zum Teil vor der Polymerisation erfol-  gebracht.

gen, wobei der restliche Teil im Verlauf der Polymerisation in In einer weiteren Ausfithrungsform des erfindungsgemas-
nacheinanderfolgenden Fraktionen oder kontinuierlich zuge- sen Verfahrens kann das immunologisch aktive Material mit
geben wird, oder sie kann insgesamt im Verlauf der Polymerisa- 5 Hilfe einer polyfunktionellen Verbindung iiber ein Zwischen-
tion in aufeinanderfolgenden Fraktionen oder kontinuierlich stiick an den gemiiss vorliegender Erfindung verwendeten

erfolgen. Latex gebunden werden.

Die bei der Polymerisation der dusseren Schicht zu verwen- Als polyfunktionelle Verbindungen eignen sich diejenigen,
dende Menge Wasser muss derart sein, dass die Konzentration ~ welche mit den aromatischen Aminogruppen des Latexpoly-
von Kernpolymerisat und zu polymerisierendem oder zu 10 meren reagieren oder an dem aromatischen Ring des Latexpo-
polymerisierenden Monomeren 60 Gew.-%, vorzugsweise 45 lymeren eine Substitutionsreaktion eingehen und gleichzeitig
Gew.%, nicht iibersteigt. mit funktionellen Gruppen des immunologisch aktiven Mate-

Die Polymerisationstemperatur, die eine Funktion des rials, wie Amino-, Mercapto-, Carboxyl- und Hydroxylgruppen,
gewihlten Initiators ist, liegt im allgemeinen zwischen 5 und reagieren oder eine Substitutionsreaktion an dem aromati-

100 °C, vorzugsweise zwischen 40 und 90 °C, 15 schen Ring des immunologisch aktiven Materials eingehen.

Die erhaltenen Latices weisen Polymerisationspartikel auf, Reprisentative Vertreter derartiger polyfunktioneller Ver-

deren Durchmesser zwischen 0,03 und 5 pm, vorzugsweise zwi- bindungen sind Azo-, Isocyano-, Isothiocyano- oder Aldehyd-
schen 0,05 und 1 um, liegt; da die Menge der 4usseren Schicht gruppen enthaltenden Verbindungen wie z. B. Bis-diazobenzi-

nicht sehr gross ist, modifiziert sie nicht in merklicher Weise din, Bis-diazobenzidin-disulfonsiure, Bis-diazo-p-phenyldiamin,
die Grosse der Partikel des Kernpolymerisates. Die Partikel 20 Phenyldiisocyanat, Toluoldiisocyanat, Glutardialdehyd.
konnen kalibriert sein oder nicht, aber bei bestimmten Anwen- Bei Umsetzung in Gegenwart einer bifunktionellen Verbin-
dungen wird es aus Griinden der Reproduzierbarkeit bevor- dung wird das immunologisch aktive Material in wissrigem
zugt, dass sie kalibriert sind, d. h. dass sie eine schmale Korn- Medium, vorzugsweise bei Zimmertemperatur (20 bis 25 °C)
grossenverteilung haben. mit dem Tréger zur Reaktion gebracht. Die Temperatur kann
Die Latices sind mechanisch und bei der Lagerung sowie 25 jedoch auch zwischen 0 und 40 °C liegen.
gegen Elektrolyten bestéindig, d. h. sie flocken nicht aus, wenn Die Menge der verwendeten bifunktionellen Verbindung
man ihnen Mineralsalze, wie z. B. die Chloride, Nitrate, Borate, héngt ab von der Zahl der Aminogruppen auf dem Latex. Vor-
Phosphate des Natriums, Calciums, Magnesiums Kaliums zugsweise wird ein zehn- bis hundertfacher molarer Uber-
zZusetzt. schuss der bifunktionellen Verbindung gegeniiber der Zahl der
Die Partikel sind aus Polymerisaten gebildet und weisen 30 "Aminogruppen des eingesetzten Latex verwendet,
eine Oberfliche mit Carboxyl- und/oder Sulfonatfunktionen Inbeiden Ausfithrungsformen zur Herstellung des erfin-
sowie Gruppen der Formel : dungsgemissen Reagenz ist der pH-Wert der Reaktion wichtig.

Er darf nicht so gewihlt werden, dass ein Protein-Reaktions-
partner denaturiert wird. In der Regel liegt der pH-Wert zwi-

— G 35 schen 5und 9. Dieser pH-Wert wird unter Verwendung von
geeigneten iiblichen Puffer-Systemen wie Phosphatpuffer und
NH dergleichen, aufrechterhalten.
2 Das Endprodukt ist ein wasserunlésliches Material, welches
in einer wissrigen Pufferlésung vom pH-Wert 5,0 bis 9 suspen-
auf, 4o diert ist, wobei der pH-Wert der Losung von dem im einzelnen
Obgleich die dussere Schicht auf dem Kernpolymerisat verwendeten System und von den Anforderungen an die Stabi-
polymerisiert wird, bleiben die Carboxyl- und/oder Sulfonat- litéit des immunologisch aktiven Materials abhingig ist. Das
funktionen zugénglich, wie durch konduktometrische Titration spezifische Gewicht des Produktes entspricht etwa demjeni-
gezeigt werden kann, und die Gruppen der Formel: gen von Wasser (0,97 bis 1,02), wodurch eine stabile Suspension

45 des Produkts erreicht wird. Die Produkte kénnen z. B. durch
Zentrifugieren in Form eines weissen oder gelblichen Nieder-
schlags isoliert werden.

—G Die Menge an immunologisch aktivem Material, das an die
immunologisch inerten Latexpolymertriger gebunden ist,
N H2 50 betrigt in der Regel 0,01 bis 15,0 Gew.%. Jedoch wird jedes ein-
zelne immunologisch aktive Material in einer Menge beniitzt,
stehen fiir weitere Reaktionen zur Verfiigung, welche sich in einem diagnostischen Test am zweckmissigsten
Die immunologisch aktiven Materialien (Antigen oder Anti- erweist. Aus diesem Grunde wird jedes Material mit dem Tra-
korper) konnen physikalisch und/oder chemisch an den erfin- ger in einem Verhéltnis kombiniert, welches den jeweiligen

dungsgemiss verwendeten Latexpolymeren gebunden werden. 55 spezifischen Anforderungen am besten entspricht. Die vorlie-

In einer Ausfithrungsform wird das erfindungsgemisse Rea-  gende Erfindung umfasst deshalb die Verwendung einer sol-
genz durch Bildung einer Azobindung zwischen dem Latexund ~ chen Menge an immunologisch aktivem Material in Kombina-
dem immunologisch aktiven Material hergestellt. Zu diesem tion mit einem immunologisch inerten Latexpolymertriger, die
Zweck werden durch Behandlung des Latex in wiissriger sau- geeignet ist, ein fiir derartige diagnostische Zwecke niitzliches
rer Losung mit einem Nitrit die primaren aromatischen Amino- 60 Reagens zu liefern.

gruppen des Latex in ein Diazoniumsalz iiberfiihrt. Nach seiner Herstellung kann das Produkt in spezifischen
Als Séure kann z. B. eine anorganische Siure wie Salzsaure, diagnostischen Tests, welche auf immunologischen Prinzipien
Schwefelsdure oder Perchlorsiure verwendet werden. Als aufgebaut sind, verwendet werden.
Nitrit wird vorzugsweise Natriumnitrit oder Kaliumnitrit ver- Die Bestimmung der immunologisch aktiven Substanz kann
wendet. Die Reaktion wird wegen der Instabilitét der Diazoni- s sowohlin einem direkten wie auch in einem indirekten (Inhibi-
umsalze vorzugsweise bei 0 bis 5 °C ausgefiihrt. tions-)Testverfahren durchgefiihrt werden.
Das immunologische aktive Material wird anschliessend im Im direkten Testverfahren werden zur Bestimmung einer

wassrigen Medium, vorzugsweise zwischen 0 °C und Zimmer- immunologisch aktiven Substanz die Analysenprobe und die




mit dem entsprechenden immunologischen Reaktionspartner
beschichteten Latexteilchen vermischt und das Auftreten einer
Agglutination beobachtet. Der Test ist positiv, wenn eine
Agglutination festgestellt wird.

Beim indirekten (Inhibitjons-)Testverfahren wird zur
Bestimmung einer immunologisch aktiven Substanz die Analy-
senprobe mit einer bestimmten Menge des entsprechenden
immunologischen Reaktionspartners (z. B. Antiserum) und
Latexteilchen, die mit der immunologisch aktiven Substanz
beschichtet sind, vermischt und das Auftreten einer Agglutina-
tion beobachtet. Der Test ist positiv, wenn keine Agglutination
festgestellt wird.

Die in derartigen immunologischen Testverfahren nutzba-
ren Reagenzien konnen vorteilhaft fiir kommerzielle Zwecke
in eine diagnostische Testgarnitur abgepackt werden.

Im Falle eines direkten Tests enthilt die Reagenziengarni-
tur zur Bestimmung einer immunologisch aktiven Substanz in
einem Behilter eine wissrige Suspension von mit dem entspre-
chenden immunologischen Reaktionspartner beschichteten
Latexteilchen.

Im Falle eines indirekten Tests enthlt die Reagenziengar-
nitur zur Bestimmung einer immunologisch aktiven Substanz in
einem ersten Behilter eine Losung des entsprechenden immu-
nologischen Reaktionspartners (z. B. Antiserum) und in einem
zweiten Behilter eine wissrige Suspension von mit dem immu-
nologisch aktiven Material beschichteten Latexteilchen.

Tn beiden Fillen kann die wissrige Suspension des an Latex’
gebundenen immunologisch aktiven Materials oder desan
Latex gebundenen immunologischen Reaktionspartners in
irgendeiner Konzentration vorhanden sein. Jedoch ist eine
Konzentration von 0,5 bis 5 Gew.-% bevorzugt.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele veran-
schaulicht.

Beispiel 1
In einem Autoklaven von 25 Liter stellt man einen Latex
von Kernpolymerisat her, wobei man verwendet:
4800 ¢ entionisiertes Wasser
50g Kaliumpersulfat
50g Natriumpyrophosphat
10g Natriumlaurylsulfat
50g Natriummethallylsulfonat
100g Acrylsaure
100g Itaconsédure
2135g Styrol
2865g Butadien

Die Polymerisation wird bei 75 °C unter Stickstoffatmo-
sphire ausgefiihrt, wobei die Monomeren im Verlauf von 7
Stunden kontinuierlich eingefiihrt werden und die Reaktion 8
Stunden lang fortgesetzt wird.

Nach dem Abkiihlen erhilt man einen Latex vom pH = 2,5,
dessen Konzentration an Polymerisatpartikeln 51 Gew.%
betrigt.

Durch Elektronenmikroskopie stellt man fest, dass die Par-
tikel einen mittleren Durchmesser von 0,145 um haben; 90%
der Partikel haben einen Durchmesser zwischen 0,14 und 0,15
pm.

Die Zusammensetzung des Polymerisates ist im wesentli-
chen gleich wie diejenige der verwendeten Monomeren. Die
Partikel tragen auf ihrer Oberfliche Carboxyl- und Sulfonat-
funktionen, die durch konduktometrische Titration bestimmt
werden. ‘

406 g des erhaltenen Latex und 1541 g entionisiertes Was-
ser werden in einen Reaktor eingefiihrt. Das Gemisch wird
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stoffatmosphire gehalten; man gibt in 3 Stunden mit konstan-
ter Geschwindigkeit gleichzeitig 1,25 g Natriumdihexylsulfo-
succinat in 150 g Wasser, 0,20 g o,a'-Azobis-isobutyramidini-
umchlorid in 210 g Wasser, 18 g Styrol, die 0,25 g p,p’-Dithiobi-
5 sanilin enthalten, zu.

Dann wird die Polymerisation 5 Stunden lang fortgesetzt.

Das Gemisch wird danach abgekiihit.

Eigenschaften des erhaltenen Latex:

pH: 3,1, Konzentration an Polymerisationspartikeln: 9,3
Gew.%, Elektrolytbestandigkeit: 5, mittlerer Durchmesser der
Partikel: 0,15 um, wobei 90% einen Durchmesser zwischen
0,145 und 0,155 pwm haben.

Die Partikel tragen auf ihrer Oberfliche Carboxyl- und Sul-
15 fonatfunktionen, die durch konduktometrische Titration bestd-

tigt werden, und Gruppen der Formel:

10

-3S

20

NH2

1 ml von dem oben hergestellten 10%igen Latex wird 20 ml

25 Wasser zugesetzt und die Mischung 1% Stunden bei35000g
zentrifugiert. Der Uberstand wird abdekantiert, der Riickstand
in 20 ml Wasser aufgenommen und nochmals 1% Stunden bei
35000 g zentrifugiert. Diese Operation wird zweimal wieder-
holt und der so erhaltene Latex wird in den folgenden Beispie-

w0 len als «gewaschener Latex» bezeichnet.

5 mg humanes Immunoglobulin G (Cohn Fraktion II) wird
durch Erhitzen auf 60 °C wihrend 3 Stunden in 1 ml 0,1 M Gly-
cerin-HCI Puffer pH 4 denaturiert.

1 ml gewaschener Latex wird 5 ml 0,05 M HCl zugesetzt

35 .und die Mischung auf 0 °C abgekiihlt. Zu dieser Mischung wird
0,1 ml einer 0,01 M NaNO»-Lésung gegeben, und es wird 15
Minuten bei 0 °C geriihrt. Der diazotierte Latex wird bei 5 °C
1% Stunden bei 35 000 g zentrifugiert und der Uberstand abde-
kantiert. Der Riickstand wird in 5 ml eisgekiihitem 0,1 M Gly-

40 cin-HCl Puffer pH 4,0 aufgenommen und im gleichen Puffer 1
ml 0,5%iges denaturiertes humanes Immunoglobulin G zugege-
ben, 1 Stunde im Eisbad geriihrt und anschliessend iiber Nacht
bei 10° stehengelassen. Der Latex wird 1%2 Stunden bei 35 000 g
abzentrifugiert, der Uberstand abdekantiert und der Riickstand

45 zweimal mit je 25 m10,1 M Glycin-NaOH Puffer pH 8,2 gewa-
schen, durch Zentrifugieren und Aufschlimmen des Riickstan-
des. Dem Latex wird nun soviel Puffer zugesetzt, dass eine
Losung mit 30 mg/ml resultiert.

s0 Agglutinationstest:
Fiir den Rohrchen-Agglutinationstest wird der folgende
Puffer verwendet: 7,5 g Glycin, 6,0 g CaClz, 3 g Rinderalbumin,
1 g NaN; gelost in 1 Liter Wasser. Der pH-Wert wird mit
NaOH auf 8,2 eingestellt. Fiir den Nachweis der Rheumafakto-
s5 ren im Serum wird in einem kleinen Reagenzglas 20 pl Latex
mit 3 m! Puffer verdiinnt und 25 pl des zu untersuchenden
Serums zugegeben. Nach dem Durchmischen werden die Rohr-
chen wihrend 2 Stunden in einem Wirmeblock bei 37 °C gehal-
ten. Ein positives Serum agglutiniert unter diesen Bedingungen
s0 wihrend ein negatives Kontrollsystem keine Agglutination
zeigt. :

Beispiel 2
1 ml gewaschener Latex wird wie in Beispiel 1 hergestellt
&5 und diazotiert. Dem diazotierten Latexriickstand wird 5 ml eis-

unter Rithren auf 70 °C erhitzt; diese Temperatur wird wahrend  kalter 0,1 M Glycin-NaOH Puffer pH 6,0 zugesetzt und 5 mg

der ganzen Dauer der Reaktion aufrechterhalten.
Sobald das Gemisch 70 °C erreicht hat, wird es unter Stick-

Ziegen anti-Humanalbumin Immunoglobulin G in 1 ml obigem
Puffer gelost, zugegeben, und die Mischung wird nach Riihren
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wihrend 1 Stunde bei 10 °C iiber Nacht stehengelassen. Der
Latex wird bei 35 000 g wihrend 1% Stunden abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Sediment zweimal mit je25
ml0,1 M Glycin-NaOH pH 8,2 gewaschen. Nach dem Waschen
wird der Latex mit soviel Puffer vermischt, dass eine 3%ige
Losung erhalten wird.

Agglutinationstest:
Fiir den Réhrchen-Agglutinationstest wird der folgende

Puffer verwendet: 7,5 g Glycin, 6,0 g CaCl. 3 g Rinderalbumin 10

und 1,0 g NaNs werden in 1 Liter Wasser gelost und das pH mit
Salzséure auf 6,0 eingestellt. Es wird in kleinen Reagenzglisern
eine Konzentrationsreihe von Humanalbumin in 3 ml Puffer
erstellt, je 20 ul Latex zugegeben und nach Durchmischen 2
Stunden bei 37 °C in einem Warmeblock gehalten.

rg Humanalbumin/ml Puffer

20 10 1 01 005 00t 0

+ o+ o+ o+ o+

+ = agglutiniert in 2 Stunden
— =nicht agglutiniert in 2 Stunden

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass mit dem so herge-
stellten Latex 0,05 ug Humanalbumin/ml bestimmt werden -
kann.

Beispiel 3

1 ml gewaschenem Latex von Beispiel 1 wird 5ml 0,1 M
Phosphatpuffer pH 5,0 zugesetzt und 5 mg Schaf anti-Human
IgG Immunoglobulin G in 1 ml Puffer zugegeben, und es wird
gut geriihrt. Anschliessend wird 0,1 ml einer 0,01 M p-Phenyldi-
isothiocyanatlosung in Dimethylformamid zugegeben, 1

Stunde geriihrt und bei Raumtemperatur iiber Nacht stehenge- 4

lassen. Der Latex wird 1% Stunden bei 35 000 g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und der Riickstand zweimal mit je
25ml 0,1 M Glycin-NaOH Puffer pH 8,2 gewaschen. Fiir den
Agglutionationstest wird der Latex in einer Konzentration von
30 mg/ml eingesetzt.

Agglutinationstest:
Fiir den Réhrchen-Agglutinationstest wird ein 0,1 M Phos-

45

pg Human IgG/mi Puffer

100 10 -1 01 005 0
5

+ + o+ o+ = -

+ = agglutiniert in 2 Stunden
— = agglutiniert nicht in 2Stunden

Die Tabelle zeigt, dass mit diesem Latexreagens 0,1 pg/ml
Human IgG noch bestimmt werden kénnen.

Beispiel 4

36,8 mg Benzidin werden in 0,5 m! 2 NaCl gel6st und mit 7,5
ml Wasser verdiinnt. Die Mischung wird im Eisbad gekiihlt und
unter Riihren 27,2 mg NaNO: in 2 ml Wasser zugetropft. Das so
erhaltene bisdiazotierte Benzidin ist bei —20° wihrend

" Wochen haltbar.

1 ml gewaschener Latex von Beispiel 1 wird in 5 ml 0,1 M
Phosphatpuffer pH 7,0 aufgenommen und 5 mg humanes
Immunoglobulin G in 1 ml obigem Puffer zugegeben. Die
Suspension wird auf 0° abgekiihlt und unter Riihren 0,01 ml
einer 0,02 M bisdiazotierten Benzidinlosung zugegeben und
anschliessend bei 10° iiber Nacht stehengelassen. Der Latex
wird bei 30 000 g wihrend 1% Stunden zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Sediment zweimal mit je25mlo1 M
Glycin-NaOH pH 8,2 gewaschen. Nach dem Waschen wird der
Latex mit soviel Puffer vermischt, dass eine 3%ige Losung

5

% erhalten wird.

Agglutinationstest:

Fiir die Bestimmung von IgG im Inhibitionstest wird ein 0,1
M Phosphatpuffer pH 6,0 verwendet. In kleine Reagenzgliser
wird je 3 ml eines Y500 verdiinnten Schaf anti-human IgG
Serums und steigende Mengen von human IgG gegeben. Nach
Inkubation wihrend 15 Minuten bei 37 °C wird in jedes Réhr-
chen 20 pl Latexreagenz gegeben und 3 Stunden bei 37 °C inku-
biert.

ug human IgG/3ml

001 005 010 050 10 50

+ o+ o+ o+

+ = agglutiniert in 3 Stunden

phatpuffer pH 6,0 mit 0,1% Rinderalbumin verwendet. Es wird so — = nicht agglutiniert in 3 Stunden

eine Konzentrationsreihe von Human IgG in 3 ml Puffer herge-
stellt. Zu jedem R6hrchen werden 20 pl Latexreagens gegeben,

durchmischt und 2 Stunden bei 37 °C inkubiert im Wirmeblock.

Es lassen sich mit dem oben beschriebenen Latexreagenz
0,16 pg human IgG/ml bestimmen.
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