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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade
til immunkemisk mengdebestemmelse af et antigen, fortrinsvis
ved diagnosticering i den kliniske kemi.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved
det i patentkravets kendetegnende del anferte.

Fra tysk fremlaggelsesskrift nr. 2164768 kendes en
fremgangsmdde til bestemmelse af en komponent i en reaktion
mellem et specifikt bindeprotein og et stof med tilsvarende
. bindingsevne, fx en antistof-antigen-reaktion, under udnyt-
telse af bindingsafffiniteten, hvorved man ved bestemmelsen
ger brug af en kendt mengde af et koblingsprodukt af stoffet
med bindingsevne og et enzym, og af uopleseliggjorte anti-
stoffer mod det specifikke bindeprotein, hvorpa man efter
reaktionens afslutning bestemmer enzymaktiviteten i reaktions-
blandingens flydende eller faste fase som mdl for de til be-
stemmelse varende komponenter.

Ved denne kendte fremgangsmdde ender det til mzngdebe-
stemmelse verende antigen sdledes med at vere bundet til an-
tistoffet/bzreren i en mazngde der er reprasentativ for kon-
centrationen deraf. Men det der faktisk bestemmes er mengden
af antigenet pad bareren.

Ved den foreliggende opfindelse foranlediger man det
til mengdebestemmelse varende antigen til at foretage kapil-
larvandring langs antistoffet/bazreren, og den gennemvandrede
strakning tages som mdl for koncentrationen af antigenet. Det
kan siges at den med antistoffet "impragnerede" barer bruges
som en slags kromatogram for testantigenet, hvorimod den ved
den kendte fremgangsmdde bruges som inert barer for testanti-
genet.

Bestemmelse af koncentrationen ved den tilbagelagte
vandringsvejlangde er langt enklere end bestemmelse af mang-
den af antigenet bundet til den uopleselige bzrer. Vandrings-
vejlangden kan bedemmes visuelt, og det er ganske enkelt at
foretage visuel sammenligning af de vejlangder henholdsvis
testantigenet med ukendt koncentration og antigenpreover med
kendt koncentration har ;ilbagelagt. Dermed kan bestemmelsen

ske hurtigere end ved den kendte fremgangsmade.
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Ved udevelse af mazngdebestemmelsesmetoden ifslge op-
findelsen dyppes det porsse eller kapillarholdige bzremate-
riale i en preve som indeholder et antigen der skal mangdebe-
stemmes. Derefter sker der kapillervandring. S& indikeres de
antigenholdige omrdder af det diagnostiske middel ved tilszt-
ning til det med den antigenholdige prove befugtede middel
af antistoffet bundet til en passende farveindikator sdsom en
fluorescerende forbindelse, et enzym som katalyserer en far-
vereaktion eller en let iagttagelig partikel.

Antistoffer egnet til anvendelse ved fremgangsmaden
vindes pd kendt madde ved immunisering af et dyr af en anden
art end den som bzrer det antigen, det onskes at bestemme. Fx
kan man let vinde antistoffer mod menneskets proteiner (al-
bumin, gammaglobulin, fibrinogen, transferrin) fra kaniner,
-geder, far, heste eller marsvin. Sadanne antistoffer er til
stede i blodet hos immuniserede individer; narmere betegnet

indeholder gammaglobulinfraktionen (immunglobulinfraktionen)
antistofferne.

Hidtil anvendte kvantitative immunkemiske metoder er
baseret pad immundiffusion som fx ved Mancinis eller Ouchter-
lonys metoder, der er opkaldt efter deres respektive opfin-
dere, eller ved immunelektroforese som ved Laurell's elektro-
immunpreve. Disse metoder savel som varianter deraf frembrin-
ger den nedvendige indbyrdes virkning mellem antigen og anti-
stof ved en diffusionsproces og/eller en elektroforetisk pro-
‘ces. I modsatning hertil er fremgangsmaden ifslge opfindel-
sen baseret pad udnyttelse af kapillarkrazfterne i et porest
bazremateriale hvortil der er bundet antistoffer.

Porese eller kapillarholdige materialer der egner sig
til brug i forbindelse med den foreliggende opfindelse er fx
forskellige slags cellulosefiberholdige materialer s&som fil-
- trerpapir, kromatografipapir, ionbytterpapir, cellulose-
acetatfilm, celluloseacetatskiver, celluloseskiver til tynd-
lagskromatografi sdvel som film af sddanne materialer som sti-
velse eller "Sephadexﬂaeﬁ:3—dimensiona1t netvaerk af dek-
strankader tvarbundet med epiklorhydrin), f£ilm af plastmate-
rialer sdsom polyvinylklorid, keramiske materialer og kombi-

nationer sdasom polyvinylklorid-kiselsyreanhydrid.
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Fremgangsmaden ifglge opfindelsen skal belyses narmere
ved nogle litrerede eksempler, idet der forud for disse er anfort
nogle nummerede eksempler pa fremstilling af diagnostiske midler

til brug ved fremgangsmidden.

Fremstilling af det diagnostiske middel

Eksempel 1 Binding af antistoffer pd kapillerholdigt materiale
med CNBr.

_ 10 g filtrerpapir som representant for celluloseholdigt
materiale neddyppes i destilleret vand i 5 minutter. Derefter til-
settes der en oplegsning af 8 g CNBr i 300 ml destilleret vand og
PpH reguleres til 10,5 med 1 M NaOH og holdes pd denne verdi ved
passende tilsztning af et passende pH-regulerings-
middel., Reaktionen fortszttes i en periode pd 20 minutter og der-
efter dekanteres den ovenstdende vaeske af., Det CNBr-behandlede
cellulosemateriale vaskes med 2 liter 0,005 M NaHCOS. Efter fjer-
nelse af vaskeoplgsningen inkuberes det CNBr-behandlede cellulose-
materiale natten over ved +4°C i en oplgsning af 500 mg kanin-
gammaglobulin mod human gammaglobulin (IgG Fc fragmentet) i 10 ml
0,1 M NaHCO3 og inkuberes derefter pdny i 3 timer med 100 ml 0,005
M ztanolamin i vandig oplesning, efterfulgt af yderligere en vask
med 500 ml 0,5 M NaHCO3 og derpd 200 ml 0,1 M acetatpuffer med pH
4,0 og 500 m1 0,075 M natriumbarbituratpuffer med O, 3%s albumin
tilsat ved +4°C.

Eksempel 2 Binding af antistoffer pd kapillerholdigt materiale

med glutaraldehyd

0,6 g celluloseacetatfilm inkuberes med en oplgsning af 100
mg kanin-gammaglobulin mod humant gammaglobulin (IgG Fc fragmentet)
i 10 ml1 0,1 M fosfatpuffer med pH 6,8 i 30 minutter. Efter at oples-
ningen er blevet dekanteret inkuberes filmen i 10 ml 1%s vandig op-
lgsning af glutaraldehyd i 30 minutter, efterfulgt af inkubering i
10 ml 1,0 M vandigt metylamin i 15 minutter. Derefter vaskes filmen
med 100 ml1 0,075 M natriumbarbituratpuffer og holdes i denne puffer
ved +4°C efter at der er blevet sat 0,3% albumin dertil.



149968

Eksempel 3 Binding af antistoffer til kapillarholdigt berema-
teriale ved adsorption '

10 g polyvinylklorid-kiselsyreanhydrid ("Microporous Plastic
Sheet" Ykiselsyreanhydridindhold ca. 50%; fra Amerace Esna
Corporation, New York, N.Y., USA) inkuberes natten over ved +4°C med
en oplesning af 500 mg kanin-gammaglobulin mod humant gammaglobulin
(IgG Fc fragmentet) i 100 ml 0,1 M fosfatpuffer ved pH 6,8. Efter
fuldferelse af demne inkubering vaskes materialet med 1 liter fos-
fatpuffret fysiologisk NaCl-oplesning ved pH 7,0. Det resulterende
polyvinylklorid—kiselsyreanhydrid—ark med adsorberet gammaglobulin
tgrres mellem filtrerpapir.

Eksempel 4 Fremstilling af fluorescerende antistof-konjugater

_ ‘a) 720 mg kanin-gammaglobulin mod humant gammaglobulin
(IgG Fc fragmentet) 0,57 g NaCl, 0,259 g NaHCO3 0g 0,049 ¢ Na2003,
10 H20 oplegses i 72 ml destilleret vand. Den resulterende reagens-
oplesning afkeles i et isbad og der tilsattes 36 mg fluoresceiniso-
tiocyanat under omrgring. Oplesningen henstdr derefter i kulden
‘under omrering i 18 timer. Derefter dialyseres blandingen mod fos-
fatpuffret fysiologisk NaCl ved en pH-verdi pad 7,0 indtil dialyse-
vesken holder op med at fluorescere. Det resulterende antistof-
konjugat fryses.

b) 720 mg kanin-gammaglobulin mod humant gammaglobulin
(1gG Fc fragmentet), 0,57 g NaCl, 0,259 gr'NaLHco3 og 0,049 g Na,CO4,
10 H,0 opleses i 72 ml destilleret vand. Den resulterende reagens—
oplosning afkeles i et isbad og under omrgring tilszttes der 9 mg
rhodamin oplgst i 2 ml acetone. Oplgshingen henstdr i kulden under
omrgring i 18 timer. Derefter dialyseres blandingen mod fosfatpuff-
ret fysiologisk NaCl ved pﬁ 7,0 indtil dialysevesken holder op med
at fluorescere. Det resulterende antistofkonjugat fryses.

c) 720 mg kanin-gammaglobulin mod humant gammaglobulin
(IgG Fc frggmentet), 0,57 g NaCl, 0,259 g NaHCO, og 0,049 g Na,CO,,
10 H,0 oplgses i 72 ml destilleret vand. Den resulterende reagens-—
oplesning afkegles i et isbad og under omrgring tilszttes der 20 mg
dansylklorid oplest i 7 ml acetone. Oplesningen henstdr i kulden
under omrgring i 18 timer. Derefter dialyseres blandingen mod fos-
fatpuffret fysiologisk NaCl-oplesning ved en pH-verdi pa 7,0 indtil
dialysevesken holder op med at fluorescere. Det resulterende anti-

stofkonjugat fryses.
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Eksempel 5 Fremstilling af LDH isoenzym H, antistofkonjugat

En suspension af 4,5 mg LDH (mzlkesyredehydrogenase)
isoenzym H4 i ammoniumsulfat dialyseres mod 0,1 M fosfatpuffer ved
PH 6,8. Under omrgring tilszttes der 2,25 mg kanin-gammaglobulin
mod humant gammaglobulin (IgG Fc fragmentet) samt fosfatpuffer si
der opnas et samlet rumfang pa 1,35 ml., Nar alt kanin-gammaglobu-
linet er oplest, tilsattes der 45 pl 1¥%s glutaraldehydoplesning
dradbevis og reaktionen henstér ved stuetemperatur i 2 timer. Blan-—
dingen dialyseres derefter mod natriumbarbituratpuffer og konjugatet
opbevares ved +4°C. For brugen fortyndes det med 10 ml barbiturat-
puffer hvortil der er sat 2% albumin. '

Eksempel 6 Afprgvning af antistofbindingen til bzreren

To strimler af et hvilket som helst af de nzvnte porgse
materialer behandlet med antistofferne ifelge et hvilket som helst
af eksemplerne 1 til 3 samt to ubehandlede strimler af samme porgse
materialer bruges til preven. En strimmel af lver slags (dvs behand-
let og ubehandlet) inkuberes i en oplgsning af 1 mg human gammaglo—
bulin (IgG) per ml natriumbarbituratpuffer. Derefter vaskes alle
strimlerne med 20 ml natriumbarbituratpuffer indeholdende 0,15 M
NaCl, ialt ti gange, hvorefter de inkuberes i en oplgsning af
fluoresceinisotiocyanat —antistofkonjugat i 10 minutter., Efter gen-
tagne vaskninger som i det foregdende trin teorres strimlerne og
undersgges under ultraviolet lys ved en bglgelzngde pd 340 nm for
at fastsld at der kun foreligger fluorescens hos de strimler som
indeholder de bundne antistoffer og som er blevet inkuberet i I1gG~
oplgsningen. Ved afpregvning af strimler fremstillet i henhold til
eksempel 3 bruges der som kontrol strimler behandlet med oksealbu—~

min.
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Immunkemisk mengdebestemmelse

~ Eksempel A

Diagnostiske midler fremstillet i overensstemmelse med
den foreliggende opfindelse anvendes til immunokemisk mengdebe-
stemmelse til diagnostiske formdl pd folgende made:

Det til mengdebestemmelse v&rende mate-
riale anbringes i en kendt mengde, fortrinsvis melleml pl og3 ul,

p& den valgte form af et porest eller kapillarholdigt bzremateriale
samtidig med at en lige s& stor

rumfangsmengde af en standardoplgsning med et kendt indhold af det
antigen, der skal preoves for, og i forskellige fortyndinger anbrin-
ges ved siden af testoplgsningen.

0,075 M natriumbarbituratpuffer med tilsat 0,3% albumin
kan f£x bruges som mobil fase til at lette kapillzrvandringen.

Kapillervandringen kan gennemfores badde i abne og lukkede
testrecipienter; desuden kan den mobile fase bringes til at bevege
sig opad eller nedad. Med fordel bruger man en kombination af en
lukket recipient og en opadstigende mobil fase. P4 et gnsket tids-
punkt, sedvanligvis ca. 10-45 minutter efter
 igangsetningen af kapillarvandringen, overferes det fugtige bzre-
materiale til en antistofoplgsning indeholdende enten fluoresceiniso-
tiocyanatbundne eller mzlkesyredehydrogenase (LDH)-bundne antistof-
fer., Den foretrukne inkubationstid for begge disse indikatoroplgs-—
ninger er 10 minutter. Efter inkuberingen vaskes bzrematerialet
under rindende vand ved +37°C i 5 minutter, efterfulgt af inkubering
i fortrinsvis 2 x 5 minutter i 20 ml natriumbarbituratpuffer inde-
holdende 0,2% albumin og 0,15'M NaCl.

I det omfang der bruges fluorescerende antistoffer til
identifikationen, mdles antigenets vandringslengde i ultraviolet
lys ved 340 nm. Hvis der bruges en LDH-antistofoplesning behandles
berematerialet i et farvebad sammensat pa folgende made:

30 mg nitrobldt-tetrazolium (2,2’-di-p-nitrofenyl-5,5°~
difenyl-3,3°=(3, 3’~dimetoxy-4,4’-difenylen)-ditetrazoliumklorid) og
40 mg NAD oplegses i 56 ml 0,05 M TRIS-puffer ved pH 7,4. Til blandin-
gen szttes der 1,60 ml 3,6 M litiumlaktat, 5 ml 0,06 M kalciumcya-
nid og nogle £3 korn metylfenazoniummetasulfat oplest i 2 ml destil-
leret vand. Det kapillerholdige materiale inkuberes i farvebadet ved
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+37°C indtil der kan iagttages en distinkt farvming., Farveudviklin-
~gen skyldes den omstzndighed at LDH katalyserer reaktionen af laktat
+ NAD ;::QPyruvat + NADH, og at NADH2 kvantitativt reducerer nitro-
blat-tetrazolium til en uoplgselig lillafarvet forbindelse af form-
azantypen (Organic Chemistry, Fieser & Fieser, Reinhold Publishing
Corporation, New York, 1956).

De indikerede antigendzkkede omrdder af det diagnostiske
middel vil s& gges i sterrelse med stigende indhold af antigen i de
til testning verende prever. De bundne antistofmolekyler forsinker
vandringen af antigenmolekylerne ved udbytningsreaktioner under
kapillervandringen, Desto hgjere koncentrationen er af antigener;
desto mindre vil den forsinkende effekt vere fordi den gennemsnit-—
lige tidsperiode i hvilken et antigenmolekyle bliver bundet til et
antistof vil aftage med stigende koncentration af antigener.

Eksempel B

Strimler af det antistofholdige, porgse (dvs forsynet med
kapillerer) bzremateriale fremstillet som beskrevet i eksempel 1-3
neddyppes til en forudbestemt dybde pa fx 3 mm i et 1lille
rumfang af en oplegsning af det til testning verende antigenmateri-
ale, Man lader den pd denne mdde igangsatte kapillervandring fort-
sette 1 fra ca. 3 til ca. 20 minutter, hvoreftér den afbrydes ved
at man fjerner strimmelen fra oplgsningen. Antigenets vandringsvej
males derefter som beskrevet i eksempel A og resultatet bedgmmes
i overensstemmelse med eksempel A.
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Patentkravw

Fremgangsmdde til immunkemisk m@ngdebestemmelse af
et antigen, fortrinsvis ved diagnosticering i den kliniske
kemi, k ende tegnet ved at kapillerkrafterne i et
diagnosticeringsmiddel i form af et porgst bazremateriale,
hvortil et antistof svarende til det til m@ngdebestemmelse
foreliggende antigen er koblet eller adsorberet pa i og for
sig kendt madde, udnyttes til biospecifik adsorption af antigenet
ved at en vaskeformig preve deraf tilfgres det kapillarhol-
dige diagnosticeringsmiddel, hvorpd man lader en kapiller-
vandring finde sted og derefter synligger de antigenholdige
omrider af diagnosticeringsmidlet ved at bringe dem i kontakt
med antistoffer koblet til en egnet indikator sasom en fluo-
rescerende indikator, et enzym som katalyserer en farvereak-
" tion eller en let iagttagelig partikel sasom et rgdt blodlege-
me, hvorpd man bestemmer antigenets vandringsvejlzngde som

udtryk for antigenkoncentrationen.
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