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(57) Abstract

Process enabling the production of a receptor preparation from a biologically active receptor material, in which a
plasma membrane preparation is lyophilized with the addition of sugars and/or amino acids and/or proteins. On the basis
of this, it is possible to produce a radio-receptor assay containing the co-lyophilisate of plasma membrane together with
sugar compounds and/or amino acids and/or proteins and of a tracer substance and a control substance. A kit designed for
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(57) Zusammenfassung

Mit dem Verfahren wird eine Rezeptorpréparation aus biologisch aktivem Rezeptormaterial hergestellt, in dem eine
Plasmamembranpriparation unter Zusatz von Zuckern und/oder Aminosduren und/oder Proteinen lyophilisiert wird.
Daraus kann ein Radiorezeptor-Assay hergestellt werden, enthaltend das Co-Lyophilisat von Plasmamembran zusammen
mit Zuckerverbindungen und/oder Aminosiuren und/oder Proteinen und von einer Tracersubstanz und von einer Ver-
gleichsstandardsubstanz. Ein Radiorezeptorassay-Kit verwendet den Radiorezeptor-Assay durch Bereitstellung der Sub-
stanzen in einer Mehrzahl von Testbehiltern enthaltend ein fir den Assay geeignetes Co-Lyophilisat.
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINER REZEPTORPRAREPARARTION FUER
EINEN RADIDREZEPTOR-ASSAY UND KITGERECHTER RADIOREZEPTOR-

ASSAY GEMAESS VERFAHREN.

Die Erfindung liegt auf dem Gebiet der biochemischen Ana-
lyseme thoden und betrifft ein Verfahren zur Herstellung
einer stabilen Rezeptorprdparation fuer einen stabilen
(Mehr komponenten-—) Radiorezeptor-Assay und den mit diesem
Ver fahren erzielten Radiorezeptor-Assay, dessen Kit und die

Verwendung des Kits bzw. des Assays.

Gleich wie bei einem Radiocimmunoassay beruht das Prinzip des
Radiorezeptorassays auf der biospezifischen Erkennung eines
¢( fur den Assay gezielt eingesetzten) Liganden, bspw. ein
Hormon, ein Pharmakon, ein Neurotransmitter etc., an das
entsprechende Ziel- oder Emp fdngermolekul, bspw. ein Anti-
kérper beim Radioimmunoassay oder ein Rezeptor beim Radio-
rezeptor-Assay. Durch die radioaktive Markierung eines sol-
chen gezielt eingesetzten Liganden, erhdlt man ein beobacht-
bares Molekil, den sogenannten Tracer, welcher in kompetiti-
ver Wechselwirkung mit nicht markierten Liganden und damit
den gleichartigen aber nicht beobachtbaren Molekilen steht.
Durch solche Massnahmen erhdlt man ein Testsystem, welches
die Messung einer unbekannten Konzentration eines solchen

Liganden erlaubt.
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Wdhrend der quioimmunoassdg@zu einer vielverwendeten Rou-
tinemethode geworden ist und heute zu den in grossem Mass-
stab vérwendétgn Qnalgsemethodeh gehért, wurde dagegen der
Radiorezeptor-ﬂssdg'Fﬁr diesen Zweck nur selten benutzt.

Dies liegt nicht zuletzt daran, dass die Handhabung wvon
biologisch ,qkfiven Rezeptoren um einiges heikler ist, als
bei einem Antikérper. Die Uorugésetzung fur eine Routine-
methode ist neben der verhﬁlfnismﬁssig einfgcheh Handhabung
" (Einfachheit der Methode) und der damit einhergehenden»wirt¥
schaftlichkeit vor allen Dingen,die *Stabilitdt" der chemi-
schen - oder :biologiéchen Reaktionspartner. Damit ist die
Stabilitdt der Qhulgsesubstunz an sich und ihre Stabilitdt
- innerhalb der Qnulgsenreaktion'im besonderen gemeint.

Biologisch aktive Rezeptoren sind jedoch in Lésung instabil
~und miissen daher eingefrorén'(Fest) sein bis kurz wvor den
_analytischen Einsatz. Dazu kommt, dass sie derart instabil

sind, dass auch ein kurzer Ausfall dieser Bedingung den

RezéptOr unbrauchbar machen kann.- Es liegt wohl ‘auf der

Hand, ddssr'solche'sensiblen,Eigenscthten geeignet sind,
_einem an und fur sich brauchbaren Analysemechanismus den
_Einzdg.uhter,dié Roufinemethoden,zu verwehren.

' Es ist daher das Ziel der Erfindung, einen Weg anzugeben, um
~diese empfindlichen Substanzen einer eihfacheh Routineme-
thode zu zufihren, welche Me thode einfgchst'qusfﬁhrbur ist,
wobei @ie bishér'verwendeteh Massnahmen wie Einfrieren etc.
mit all den Umstédndlichkeiten, Nachteilen und Risiken ver-
‘mieden werden sollén.

- ERSATZBLATT
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Dieses 2iel wird erreicht, durch das in den Patentansprichen
angegebene Herstellungsverfahren fur einen Radiorezeptor-
Assay und ein mit diesem Ver fahren hergestell ter Radiorezep=
tor-fissay zum unmittelbaren Analyseeinsatz.

Erreicht soll werden, dass sich alle oder méglichst viele
Reaktionspar tner zusammen in einem gemeinsamen Gefdss befin-
den konnen und die Ingangsetzung der Bindungsreaktion mit
moglichst einem einzigen Pipettierschritt durchge fihrt wird,

wobei ausser dem zu analysierenden Material alle Reaktions-—

teilnehmer in stabiler Form bspw. in einem Testrohrchen zur

Ver fugung stehen. Herkdmmliche analoge Ver fahren bendtigen
in der Regel 3 bis 4 Pipettierschritte, sodass der durch die
Erfindung ermbéglichte Einmalvorgang einen dkonomisch (bezgl.
Geschwindigkeit der Testdurchfiuhrung, Prdzision und Arbeits-
aufwond) erheblichen Fortschritt in dieser Art Analyse-
technik darstellt. Ausserdem kann durch die Erfindung ein
Testkit geschaffen werden, der ohne Einbusse an Qualitdt bei
Umgebungs— oder Kiuhlschranktemperatur (kein Einfrieren) ge-
lagert werden kann, was u.a. besonders beim Transport von
Wichtigkeit ist, da das bis anhin bendtigte Trockeneis fur

den Transport entfdllt.

Das nachfolgend geschilderte Ver fahren zur Herstellung eines
stabilen Radiorezeptor-fAssays, beschreibt das Vorgehen zur
Erzielung einer getrockneten, stabilen Form desselben.

Die Prdparation von rezeptorhal tigen Plasmamembranen wird
gemdss den in der Fachliteratur angegebenen Me thoden durch-
gefuhrt, zum Beispiel gemdss Angaben E.Burgisser et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. ,Bd. 133,p.1201-1289, 198S.
Dies beinhaltet die Gewinnung von geeignetem Gewebematerial

ERSATZBLATT
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oder Zellen, z.B. Blutzellen oder Zellkulturen. Danach er-
folgt elh Zellaufschluss mittels Homogenisation, Ultraschall
- oder exner anderen gee1gneten Uorgehensart, mit anschlies-
sender Trennung von cgtoplusmutxschen (l1éslichen) Bestand-
teilen, sowie eine Sepor;erung von grdberen Partikeln, bspw.
durch zentrifugiehen,' filtﬁieren,etc.. Die somit gewonnene -
Plasmnmembrnnbr&purution kann nun'in einem Rudiorézeptor-
QSSag verwendet werden. -

Bis unhxn wurde - dlese Praparutxon glexch Fur den Gebrauch in
einem Assay hergestellt oder sie wurde tlefgefroren und im
tiefgefrorenen Zustund bis zum Gebrauch aufbewahrt. Hier
setzt nun das erfinderische Abweichen vom Ublichen Vorgehen
ein. '

An Stelle einer Hal tbarmachung durch Tieffrieren wird die
'Pr&pqrution ,lgophilisiert;' alsc gefriergetrocknet. Dieser
'Schritt fihrt jedoch nur dann zum Ziel, némlich zur Erhal-
tung der biologischen Aktivitdt der Rezeptoren (das Erhalten
ihrer andungsfchzgkelt) in einem stabilen und wenig sensib-
len Endprodukt,. das nuch beliebiger Zei tdauer eingesetzt
werden kann, wenn der Membrqnpraparutxon geeignete - Zusatz-
stoffe, beigegeben werden. Eine Gefrxertrocknung an und fur
sich fihrt nicht zum Gellngen,' d.h.s; zu einem brauchbaren
V”Vbxolog1sch,nkt1ven Analyseprodukt. '

Die;e Zusutzstoffe éolleﬁ'folgendé Eigenschuften aufweisen:
1. Sie sollen chemisch und biochemisch inert sein, damit

ist gemeint, dass sie keine Reaktionspartner des Test-
systems sind und dieses nicht beeinflussen sollen.

ERSATZBLATT
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Sie sollen eine moglichst geringe bis gar keine Hygro-

skopizitdt aufweisen.

Sie sollen in den fir den Assay verwendeten Lésungsmi t-
teln, also in den Lésungsmi tteln, die zur Auflésung des
lycphilisierten Préparate verwendet werden, ebenfalls

l1osbar sein.

Fakultativ sollen sie ferner bewirken, dass das Lyo-
philisat eine eher volunintse und kompakte Masseform
annimmt, welche, so sie direkt im Testgefdss lyophili-
siert wird, auch bei grdsserer mechanischer Eimnwirkung
(Schutteln beim Postversand) fest mit der Gefdsswand

verbunden bleibt.

Solche Substanzen sind:

Zuckerverbindungen und deren Derivate, vorzugsweise
Monosaccharide, wie Mannit, Glucose, Fructose, und wei-
tere Aldosen und Ketosen, sowie Disaccharide wie Lac-
tose, Saccharose, sowie schwach reaktive Aminosduren wie
Glycin etc. wund/oder zusétzlich Albumine, wvorzugsweise
bovines Serumalbumin. Ferner l&sliche Polysaccharide und
Kollagene, bspw. Gelatine.

Beispiel 1: Eine fur die Lyophilisation von Plasmamembranen

geeignete wissrige Losung besteht bspw. aus

-- Tris-Puffer 56 mM, pH 7.8
-- Bovines Serumalbumin 8.5/
~-= d-Manni t 27
-- Stabilisatoren Anteil gemiss System

ERSATZBLATT
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Die exnzusetzenden Stabllxsutoren sxnd hauptsdchlich in -

Flussxgphase notxg, dies betrifft den Zustand der Prdpara-

tion wvor der Lyophilisierung und wahrend der Inkubation in

der anlgse.; Bei Substanzen mit leichter Hggroskopletat
“besteht die ‘Ge fahr exner vorzextxgen pnrt:ellen Reaktion
und/cder Begenerat1on im Lyophilisat. Die Stabilisatoren
sind bspw. Proteasenznh1b1toren, bspw. Qprotxnxn (Trasylol),
Leupeptxn etc. sowie . Qnt:oxgdantxen, bspw. Di thiothreitol
(DTT) etc. Bakteriostatika, bspw. Natriumazid, Thimerosal
und auch Komplexone, bspw. EDTA, EBTAR. Thr Einsatz hingt
sehr stark vom Jewellxgen stug—Sgstem ab, das prdpariert
wird und sollte fir jedes e1nzelne Testsystem evaluiert und
opt1m1ert werden. Die erterxen dafir, entsprechen der Ubli-
chen Stab11151erung von bxologxsch aktiven Komponenten, wie
sie in den. herkomm11chen Verfahren berexts benutzt werden.

Beispiel 2:

 -- Phosphatpuffer = o 58 mM, pH 7.4

-~ Humanes Serumalbumin , 8.2%
-- Lactose . — 5%
-- Blycerin o 8.5
- Nutrxumuz1d (Stnblllsutor). : 8.081%

Beispiel 3:

—- HEPES-Puffer . 2emM, pH 7.4

-~ Gelectine L 1%
== Blycin B S 74 s
—- Komplexon III (EDTR) 2 mM

Eine aus dem oben ungegebenen Uerfuhren abgeleltete Variante
: istr folgende. Die Vereinfachung des Assays lzegt in der

~ ERSATZBLATT
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Anwendung mittels eines moglichst einzigen (Pipettier=)
Schrittes, bspw. das Umsetzen des Lyophilisats in flUssige
reaktionsfihige Form. Besteht ein Kit aus mehreren Reak-
tionspartnern, so kénnen durch Co-Lyophilisieren diese Reak-
tionsteilnehmer miteinbezogen werden. Die trockene Mischung
wird dann mit der zu bestimmenden Frobe aufgeldst und damit
die Reaktion in Gang gesetzt. UVorteilhafterweise wird die
Zusammensetzung in einem Testrdhrchen oder Ndpfchen wvon
Mikrotestplatten in richtiger Menge und Z2usammensetzung

lyophilisiert.

Un einme ungewollte Vorinkubation bei der Herstellung des
Lyophilisats zu vermeiden, konnen die einzelnen Komponenten
sequentiell im Reaktionsgefdss eingebracht werden. Dies
geschieht bspw. folgendermassen: Jede im Assay reaktive
Komponente wird sequentiell im Testbehdl ter tiefgefroren, um
eine Durchmischung in flussiger Phase zu vermeiden.
Uorteilhafterweise wird zwischen zwei reaktive Komponenten
eine nichtreaktive Trennschicht gleichermassen eingefuhrt.
Solche Trennschichten bestehen bspw. aus der in Beispiel 1
beschriebenen Lésung oder Puffersubstanz. Diese Zugaben
erfolgen direkt in den Testbehdlter, welche den aliquotier—
ten Assay enthalten soll und und dem Anwender zum direkten
Verbrauch zur Verflugung gestellt wird. Das nachfolgende
Lyophilisieren geschieht natiirlich auch in diesen Testbehdl-
tern, welche anschliessend addquat verpackt werden.

Eine solche zur Co-Lyophilisierung vorbereitete Mischung be-
steht aus folgenden Teilen,
Beispiel 4: (Co-Lyophilisat qualitativ)

-~ Plasmamembranprdparation
-~ Tracersubstanz

ERSATZBLATT
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- == evtl. ein Standard 7
- evtl;,Stubxlxsntoren und/oder Modulatoren
-- evtl. Farbstoffe zur visuellen Unterscheidung wvon
verschiedénobtig'prapurxerten>Tests. '
- Lgophzlxsatlonsmedxum gemass Be15p1e1 1 oder Bei-~
spiel 2.

Die Modulatoren beeinflussen die Bindungseigenschaften wvon
Liganden an die'Rezeptoren.r*DuFﬁr werden die addquaten Sub-

stanzen fUr Jjeden Assay jeweils augewdhlt. So verbessert
_ bspw. | die Substanz Amiloride die Bindungsdffinit&t von ANF
S an dén'Plasmumembranhezeptoh aus bovxnen Nebennxerenrlnde
'(th A. DeLean, Lif.sei. 39 1189 1118,1986) .

Beispiei St (COngophilisutrﬁuaniitativ)

-- Plasmamebran uUs' Rindernebennierenrinde 16mg/Test
,'bxologlsche Ausgangsmasse .
- -- Tracer: Jod-IZS markxertes QNF ANP (Atrial Nutrxu-
retic- Fuctor, Peptide) , 28’868 cpm
-- Standard ANF (Verdinnungsreihe, nur in einem Teil
des Testkits, 'bspw. 16 wvon 9& Ndpfchen einer
Mxkrotestplntte.' ' ,
f-'Phenanthrol1n (Stub1llsutor) o I mM
—— Farbstoff fur die Murkxeruhg der Standardreihe:
Evans Blue (konzentrution gemiss gewinschter
- Intensitit) |

Die einzelnen Kbmponentenr werden vor:ugéweise Tim
Lgophxlxsqtlonsmed1um (56 mM Tris-Puffer, pH 7.6, 8.54 BSA,

‘24 Manni t) gelost und wie oben beschrieben sequentiell

eingefroren.

ERSATZBLATT
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Die Lyophilisierung wird gemdss bekannten Ver fahren ausge-

fuhrt, dabei ist darauf zu achten:

-- dass sich die eingefrorenen Komponenten auch nicht
kurzfristig verflUssigen konnenj

-- dass die Lyophilisation komplett ist und keine Rest-
feuchtigkeit zuruckbleibt;

-- der Testbehdlter, Rohrchen, Mikrotestplatten werden
gleich, nachdem sie aus dem Lyophilisator entnommen
werden gegen den Zutritt von Feuchtigkeit abgeschlos-
sen. Vorzugsweise wird der Testbehdlterinhalt mit einem
trockenen Inertgas z.B. Stickstoff oder Argon geflllt.

Ein gemdss erfinderischem UVer fahren hergestellter Radio-
rezeptor-Assay zeichnet sich durch folgende Grundzusammen-—

setzung aus:

Die rezeptorhaltige Plnsmdmembrnnpr&parution liegt in lyo-
philisierter Form vor, wobei die vorgdngig zugefugten Trd-
gersubstanzen (Zusatzstoffe) dafur sorgen, dass das Trocken—
gemisch nach erfolgter Rekonstitution im Assaypuffer sofort
und ohne mechanische Einflussnahme (RUhren etc.) in eine
homogene Losung Ubergeht. Das Lyophilisat zeichnet sich
durch eine relativ volumindse Masse aus, welche vom Fachmann
leicht als typisches Lyophilisat erkannt werden kann.

Die lyophilisierte Membranpréparation kann sowohl als allei-
niger Reaktionsteilnehmer oder als Co-Lyophilisat mit ande-
ren Reaktionsteilehmern vorliegen. Dabei kann in einem As-
say-Kit die lyophilisierte Membranph&parution entweder in
einem einzigen Gefiss oder aber bereits aliquotiert in den

Testbehdl tern vorliegen.

ERSATZBLATT
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Das Verfahren eignet sich nicht nur fur eihe Testdurchfih-

rung in Réhrchen, sondern eignet sich in hervorragender
Weise fur den Einsatz von Mikrotestplatten, welche einen

hohen Automationsgrad erméglichen.

Ein handelsublicher QSsag-Kit bestéht béispielsweise aus

einer oder mehreren Mikrotestplatten von je 96 Assays, wel-
che gegen das Eindringen von Feuchtigkeit zum Beispiel mi t-
tels dafur geeigneten Klebefolxen abgeschlossen sind. Dank
der Geometrie wvon Hlkrotastplatten (flacher Kdrper) kann ein
solcher Kit problemlos mittels Brxefpost versandt werden.
: Qussebdem entfdllt die bis unh;n aufwendige und teure Ver-
sandart mit Kuhlmittel (Trockeneis).

ERSATZBLATT
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PATENTANSPRUECHE

Ver fahren zur Herstellung einer Rezeptorprdparation aus
biologisch aktivem Rezeptormaterial, dadurch gekenn-—
zeichnet, dass gine o] asmamembrarprédparation unter Zu-
satz von Zuckern und/oder Aminosduren und/oder Proteinen

lyophilisiert wird.

Ver fahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die zu
lyophilisierende wdssrige Mischung wvon Plasmamembran=—
prdparation mit 8.1-18% w/v Mannit, 8.1-1.8% w/v Bovines

oder humanes Serumalbumin.

Ver fahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch die zu
lyophilisierende widssrige Mischung von Plasmamembran-—
prédparation mit 8.1-18% w/v Glycin, 0.1-1.8% w/v Bovines

oder humanes Serumalbumin.

Ver fahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
zusidtzliche Reaktionsteilnehmer zur Erzielung eines
einsatzfertigen Assays co-lyophilisiert werden.

Ver fahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass
die zusdtzlichen Reaktionsteilnehmer eine Tracersubstanz

und/oder eine Uergleichsstandardsubstunz eines Assay-

systems sind.

Ver fahren nach den Ansprichen 4 oder 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ausserdem Stabilisatoren und/oder Modula-

toren co-lyophilisiert werden.

ERSATZBLATT
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Verfahren nach einem der'vordhgehénden Anspriche, da-

,'durch'gekennzeichnet; dass die Prdparation in einem fur

den Endverbraucher gee1gneten Testgefdss lgophilisiert
wird. '

Uebfdhren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
das Testgefdss ein Testrdhrchen oder ein Testnédpfchen.

einer Mikrotestplatte ist.

R922p£orprdparatidn, hergestellt nach dem Verfahren von
Anspruch,yi, " enthal tend Plasmamembran 2zusammen mit
Zuckerverbindungen und/bder Aminosduren und/oder Prote-

inen.

16.

 Anspruch 4, enthaltend das Co-Lyophilisat von Plasmamem-

Radiorezeptor-Assay ’hergestelit nach Anspruch 1 und

brah zusammen mit ZuckerVerbihdungen'und/oder Aminosdu-
ren und/oder Protexnen und von einer Trqcersubstnnz und

von einer Uerglexchsstundardsubstanz.

11.

12.

Radiorezeptor-ﬁssdg nach thpruchrle, dadurch gekenn—

rzezchnet, dass ausserdem Stab1llsatoren und/oder Modula-

toren enthulten sind.

Rndiorezeptor-ﬂssugZnuch'deﬁrﬁnspr&chen 16 und 11, ge-
kennzeichnet durch ein Lgohhili;nt:enthultendz '

Plusmumebrun aus b:olog:scher Ausgangsmasse 2-58mg pro
Test; Tracer: Jod-125 markiertes ANF, ANP (Atrial Na-

ERSATZBLATT
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triuretic Factor, Peptide) 28’888 cpm; Standard ANF
(Verdinnungsreihe, nur in einem Teil des Testkits, bspw.
16 von 96 Ndpfchen einer Mikrotestplatte; Phenanthrolin
(Stabilisator) 1 mM; Farbstoff fur die Markierung der
Standardreihe: Evans Blue (Konzentration gemdss ge-

wlnschier Intensitédt)d.

13. Radiorezeptorassay-Kit unter Verwendung des Radicrezep-
tor-Assays nach Anspruch 18, gekennzeichnet durch:

eine Mehrzahl wvon Testbehdl tern enthaltend ein Co-
Lyophilisat wvon Plasmamembran zusammen mit Zuckerver—
bindungen und/cder Aminosduren und/oder Proteinen und
von einer Tracersubstanz und wvon einer Vergleichs=-
standardsubstanz und dass ausserdem Stabilisatoren und/ -
oder Modulatoren enthalten sind.

14. Kit nach Anspruch 13, “dadurch gekennzeichnet, dass die
Testbehdl ter Testrdhrchen sind.

15. Kit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Testbehdl ter die Ndpfchen einer Mikrotestplatte sind.

16. Verwendung des Kit gemdss Anspruch 13, fur den quanti ta-
tiven oder qualitativen Nachweis von biologisch aktiven

Substanzen.
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