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Antistoffer mod oplgselige antigener i en vandig prgve, navnlig i
legemsvasker, sdsom blodserum eller blodplasma, bestemmes ved at kon-
takte prgven med et antigen, der er modificeret med en genkendelig
gruppe, f.eks. et hapten, sdsom en trinitrophenylgruppe, og hvilket
modificeret antigen er oplgseligt i forsggsprgven, hvarved antistofferne,
hvis de er tilstede, vil bindes til antigenerne. Dernast separeres det
modificerede antigen med bundet antistof fra oplgsningen med et udfald-
ningsmiddel eller et uopigseligt reagens, som vekselvirker med den gen-
kendelige gruppe, og ethvert bundet antistof pavises og/eller kvanti-
teres derefter med velkendte metoder.

Et kit til anvendelse ved best Isen af antig pecifikke anti-
stoffer omfatter et fgrste reagens bestdende af et med en genkendelig
gruppe modificeret, i vandig oplgsning oplgselig antigen, et andet rea-
gens best3ende af et udfeldningsmiddel eller er uoplgseligt reagens,
som kan vekselvirke med den genkendelige gruppe, samt et tredie rea-
gens bestdende af et meerket anti-lg.

Vekselvirkningen mellem antigen og antistof finder siledes sted
i en homogen oplgsning, hvilket ligner de fysiologiske betingelser, og
der kraves kun ét udfeldningsmiddel eller uoplgseligt reagens, selvom
der skal analyseres for antistoffer mod et stort antal antigener.
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Opfindelsen angir en fremgangsmdde til bestemmelse af antistoffer
mod oplgselige antigener i en vandig prgve, navnlig i legemsvasker,
sésom blodserum eller blodplasma, ved hvilken fremgangsmade prgven
kontaktes med et antigen in vitro, hvorved antistoffer, hvis de er
til stede, bindes til antigenerne.

Opfindelsen angar ydermere et kit til bestemmelse og pavisning af
antigenspecifikke antistoffer i en homogen, vandig oplgsning,
hvilket kit er egnet til anvendelse ved fremgangsmaden ifplge
opfindelsen.

Ved medicin- og veterinzrdiagnostik er der ofte behov for bestem-
melse af antistoffer mod potentielle patogener i f.eks. blodserum,
f.eks. mikroorganismer, toxiner, allergener eller andre antigener.
Disse antistoffer er proteiner med immunoglubolin (Ig) egenskaber,
hvilket ggr dem erkendelige med anti-Ig-reagenser. Disse anti-Ig-
reagenser kan ggres paviselige ved konjugation med en radioaktiv
isotop, et enzym, et fluoroscerende farvestof, o.s.v.

Sadanne anti-Ig-reagenser differentierer ikke mellem antistoffer
bundet til et dertil passende antigen (d.v.s. antigen-antistof-kom-
plekser) pid den ene side og andre immunogluboliner (frit Ig) pé den
anden side. For antistofbestemmelser baseret pa merkede anti-Ig-
reagenser er det derfor vigtigt at opnd en fysisk adskillelse mellem
antigen-antistof-komplekser og fri Ig. Nar antigenet i sin native
tilstand er vaesentligt stgrre end Ig, er antigen-antistofkomplekset
ogsd meget stgrre end frit Ig. Et eksempel er analysen af ikke-
aglutinerende antistoffer mod antigener pa rgde blodlegemer, hvor
frie og bundne antistoffer kan separeres ved centrifugering.

I tilfelde med mindre antigener anvendes ofte kunstig forstgrrelse
af antigenet; vel etablerede procedurer er polymerisering af anti-
genet eller kobling af antigenet til et uoplgseligt bzremateriale.
En elegant 1dsning er adsorptionen af antigenet til indersiden af et
reagensglas eller til overfladen af en plastkugle. I andre procedu-
rer anvendes kemisk reaktive bzrematerialer, f.eks. CNBr-aktiverede
papirskiver, til hvilke antigenet kobles via en kovalent binding.

I beskrivelsen til hollandsk patentskrift nr. 162.209 omtales en
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fremgangsmade af den ovenfor navnte type, hvor der anvendes et anti-
gen, som er blevet bundet til en uoplgselig barerpolymer pa en sadan
mdde, at der ikke sker eluering ved vask. Nar det saledes forstgr-
rede antigen inkuberes med forsggsprgven, kan der let foretages en
fysisk separation mellem bundet og frit Ig. Frit Ig kan vaskes vak,
hvorimod bundet antistof kan pavises og kvantiteres med et merket
anti-Ig-reagens.

En vasentlig ulempe ved den ovenfor navnte fremgangsmide er, at et
stort antal antigenmolekyler koncentreret pa en overflade kontaktes
med den antistofholdige oplgsning. Dette betyder, at reaktionsbetin-
gelserne er vasentligt forskellige fra de fysiologiske betingelser,
hvor antigenet er i opldsning, ndr det reagerer med antistoffet.

En anden vigtig ulempe ved den ovenfor navnte fremgangsmade er af
praktisk art: Nar forsggsprgverne skal analyseres for antistof-
aktivitet mod et stort antal antigener, er det indlysende, at et
stort antal fastfasekoblede antigener skal fremstilles, opbevares og
uddeles.

Opfindelsens formdl er at tilvejebringe en fremgangsmide samt et
kit, hvorved de ovenfor navnte ulemper elimineres.

Dette formdl opnds ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen, hvilken

fremgangsmade er ejendommelig ved, at der anvendes et antigen, der
er modificeret med en genkendelig gruppe, at det modificerede
antigen er oplgseligt i forsdggsprgven, saledes at der sker en
gensidig pavirkning mellem antigen og antistof i en homogen oplgs-
ning, at det modificerede antigen med bundet antistof, hvis dette er
til stede, separeres fra opldsningen med et udfeldningsmiddel eller
et wuoplgseligt reagens, som vekselvirker med den genkendelige
gruppe, og at ethvert bundet antistof derefter pavises og/eller
kvantiteres ved velkendte metoder.

Ved fremgangsmiaden ifglge opfindelsen anvendes der et modificeret,
men oplgseligt antigen i stedet for et fastfaseantigen, hvilket
muligger virkning eller vekselvirkning mellem antigen og antistof i
en homogen oplgsning. Antigenet modificeres pda en sadan made, at
antigenet sammen med bundet antistof, hvis dette er til stede, kan
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separeres fra oplgsningen under betingelser, hvor ikke-bundet Ig
forbliver i oplgsningen.

Modifikationen medfgrer indfgringen af en genkendelig gruppe (H) i
antigenet. Separationen fra oplgsningen udfgres med et udfeldnings-
middel eller et uoplgseligt reagens, som vekselvirker med den
genkendelige gruppe (H); dette reagens vil blive kaldet "anti-H".

Det er vigtigt for denne metode, at fglgende fire betingelser for
reaktionen mellem H og anti-H er opfyldt:

1. Vekselvirkningen mellem det modificerede antigen og anti-
stoffet md ikke forstyrres.

2. Frit Ig reagerer ikke med anti-H.
3. Andre stoffer i forsggsprgven intefererer ikke vasentligt.

4. Ig-determinanterne skal forblive tilgangelig for en efter-
fglgende vekselvirkning med anti-Ig.

En vigtig fordel ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen er, at vek-
selvirkningen mellem antigen og antistof finder sted i en homogen
oplgsning. En anden fordel er, at selvom antistoffer mod et stort
antal antigener skal undersgges, kraves kun et enkelt udfeldnings-
middel eller fastfasereagens.

Der opnas gode resultater, ndr der anvendes en hapten som den gen-
kendelige gruppe (H), og anti-hapten antistof er koblet til en fast
fase som anti-H-reagens.

Som hapten anvendes fortrinsvis en trinitrophenylgruppe.

Der opnids ligledes gode resultater, nar biotin anvendes som den
genkendelige gruppe, og avidin er koblet til et fastfase bzremateri-
ale som uoplgseligt reagens.

Som fastfase anvendes almindeligvis plastkugler, f.eks. polystyren-
kugler.
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En mikrotiterplade tilvejebringer ogsi en tilfredsstillende fast
fase.

Ydermere kan kemisk aktiverede uoplgselige polymerer anvendes med
held, navnlig CNBraktiverede agarosekugler.

Vekselvirkningen mellem H og anti-H kan vare baseret pi en kovalent
kemisk binding, f.eks. reaktionen mellem en aldehydgruppe og en
hydrazidgruppe, eller pa ikke-kovalent vekselvirkning, f.eks.
vekselvirkningen mellem biotin og avidin eller mellem hapten og
anti-hapten-antistof.

Anvendelsen af et uoplgseligt anti-H-reagens i en immunoanalyse er
omtalt i beskrivelserne til EPA 0 005 271 og FR-A nr. 2.415.301. De
i disse patentskrifter omtalte metoder er kompetitive immunoanaly-
ser, hvor et antistof er blevet modificeret med en hapten eller med
biotin, og ved hvilken metode der anvendes et merket antigen, som
konkurrerer med ikke-merket antigen i forsggsproven. I modsztning
hertil angar fremgangsmiden ifslge opfindelsen en jkke-kompetitiv
immunoanalyse, hvor et antigen er blevet modificeret, f.eks. med en
hapten eller med biotin, og hvor der anvendes et merket anti-Ig, som
forenes med antistoffet i forsggspreven.

Opfindelsen angdr ydermere et kit til analyse og bestemmelse af
antistoffer rettet mod visse antigener i en homogen, vandig oplgs-
ning, hvilket kit er egnet til brug ved fremgangsmiden ifglge
opfindelsen. Dette kit indeholder et fgrste reagens bestiende af et
med en genkendelig gruppe modificeret, i vandig oplgsning oplgseligt
antigen, et andet reagens bestdende af et udfzldningsmiddel eller et
uop1¢se1igt reagens, som kan vekselvirke med den genkendelige
gruppe, samt et tredie reagens bestiende af et market anti-Ig.

Ifglge en foretrukket udfgrelsesform er et eller flere af reagenser-
ne frysetgrret.

Opfindelsen vil nu blive illustreret ved fglgende eksempler:
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EKSEMPEL I

I dette eksempel beskrives et forssg, hvor IgE antistofer mod et
antigen i graspollen pavises; dette antigen modificeres ved indfg-
ring af trinitrophenyl-(TNP-)grupper; anti-H-reagenset bestir af
anti-TNP-antistoffer koblet til en fast fase (plastkugler).

TNP-grespollen fremstilledes ved at omsaztte 0,125 mg trinitroben-
zensulfonsyre med 5,0 mg dialyseret og frysetgrret graspolleneks-
trakt i 0,2 M natriumboratpuffer, pH 9,0, i et slutvolumen pa 0,85
ml.

Efter en reaktionstid pad 2 timer ved 20-24°C og 16 timer ved 0-4°C
dialyseredes oplgsningen mod phosphatpufferet saltvandsoplgsning
(PBS). '

Anti-TNP-antiserum tilvejebragtes ved at immunisere et fir med
TNP-substitueret bovintserumalbumin ifolge standardprocedurer. Fra
denne antiserum isoleredes antistofferne ved adsorption pad TNP-
Sepharose i overensstemmelse med kendte metoder; de adsorberede
antistoffer elueredes med en puffer bestiende af 0,1 M glycin, 0,15
M NaCl og 10% (vagt/volumen) dioxan, pH 2,5. De eluerede antistoffer
overfgrtes til PBS ved gelfiltrering pa Sephadex G25.

Den optiske densitet ved 280 nm af den opniede oplgsning var 0,400.
Disse anti-TNP-antistoffer adsorberedes pi polystyrenkugler (diame-
ter 0,6 mm) ved 16 timers inkubation ved 20-24°C i en 1:20 for-
tynding af den antistofholdige oplgsning i 0,1 M NaHC03—puffer, pH
9,0.

Til bestemmelse af antistoffer af IgE-klassen mod grespollen tilsat-
tes 50 ul serum fra en hgfeberpatient P eller fra en kontroldonor C
til 200 p1 af en TNP-graspollenoplgsning fortyndet 1:4000 i PBS
indeholdende 0,5% BSA og 0,02% Tween-20, og blandingen inkuberedes
derefter i 6 timer ved 20-24°C.

Polystyrenkuglerne belagt med anti-TNP-antistoffer vaskedes til
fjernelse af ikke-adsorberet anti-TNP-antistoffer og overfgrtes til
reaktionsblandingen af serum og TNP-pollenekstrakt. Efter 16 timers
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inkubation ved 20-24°C fjernedes ikke-bundet materiale ved vask af
kuglerne; bundne IgE-antistoffer til graspollen pavistes og kvanti-
teredes med et lzslémarket anti-IgE-reagens.

Hgfeberpatient (P), fortyndinger % binding af merket anti-Ig-reagens

50 gl - 50,2
50 pl - 1:25 35,5
50 gl - 1:50 21,8
50 pl - 1:100 17,5
50 pl1 - 1:200 11,6
50 p1 - 1:400 7,6
50 pl - 1:800 4,6
50 ul - 1:1600 3,1
50 pu1 - .1:3200 2,5
50 pl - 1:6400 1,9
50 pl - 1:12800 1,5
50 g1 (kontroldonor) 1,0

EKSEMPEL II
Glycoproteinet avidin har en hgj affinitet for biotin (K=10'15M’1).
Binding af avidin til en fast fase og kobling af biotin til et
antigen ggr det muligt at separere antigenbundet immunoglobulin og
fri immunoglobulin.

Avidin kobledes kovalent til CNBr-aktiveret Sepharose-4B i overens-
stemmelse med kendte metoder; 3,5 mg avidin kobledes til 1 mil
Sepharose; reaktionsproduktet suspenderedes i 350 ml PBS.

Biotin-grespollen fremstilledes ved at omsette 1 mg graspollen i 0,5
ml PBS med 240 pg biotin-succinimid i 20 ul dimethylformamid i 4
timer ved 20-24°C.

Ikke-koblet og inaktiveret biotin-succinimid fjernedes ved dialyse
mod PBS i 16 timer.

Til bestemmelse af antistoffer af IgE-klassen mod graspollen tilsat-
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tes 50 pl serum fra en hgfeberpatient P eller fra en kontroldonor C
til 50 u1 af en oplgsning af biotin-gra&spollen fortyndet 1:100 i PBS
indeholdende 0,5% BSA og 0,02% Tween-20 og inkuberedes derefter i 1
time ved 20-24°C. Derefter tilsattes 0,5 ml avidin-Sepharose-suspen-
sion og 250 ul PBS, som indeholdt bovintserumalbumin og natrium-
EDTA. Blandingen inkuberedes i 16-24 timer pi et rotationsapparat.

Sepharose-proteinkomplekset separeredes fra suspensionen ved centri-
fugering. Ikke-bundet Ig fjernedes ved vask af Sepharosekuglerne med
en 0,9% saltvandsoplgsning.

Kvantitativ bestemmelse af bundet IgE udfgrtes ved tilsetning af
12SI-markede anti-IgE-antistoffer til suspensionen af Sepharose-pro-
teinkompleks.

Hgfeberpatient (P), fortyndinger % binding af merket anti-Iqg-reagens

50 pl - 1:25 32,7
50 pl - 1:50 20,6
50 gl - 1:100 15,1
50 pl - 1:250 6,4
50 ul1 - 1:500 4,9
50 g1 (kontroldonor) 0,5
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1. Fremgangsmade til bestemmelse af antistoffer mod oplgselige
antigener i en vandig prgve, navnlig i legemsvasker, sasom blodserum
eller blodplasma, ved hvilken fremgangsmade prgven kontaktes med et
antigen in vitro, hvorved antistoffer, hvis de er til stede, bindes
til antigenerne, kendetegnet ved, at der anvendes et
antigen, der er modificeret med en genkendelig gruppe, at det
modificerede antigen er oplgseligt i forsdgsprgven, saledes at der
sker en gensidig pavirkning mellem antigen og antistof i en homogen
oplgsning, at det modificerede antigen med bundet antistof, hvis
‘dette er til stede, separeres fra oplgsningen med et udfeldnings-
middel eller et uoplgseligt reagens, som vekselvirker med den
genkendelige gruppe, og at ethvert bundet antistof derefter pavises
og/eller kvantiteres ved velkendte metoder.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at der
som den genkendelige gruppe anvendes en hapten, og at der som
uoplgseligt reagens anvendes anti-hapten-antistof koblet til en fast
fase.

3. Fremgangsmiade ifglge krav 2, kendetegnet ved, at der
som hapten anvendes en trinitrophenylgruppe.

4. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at der
som den genkendelige gruppe anvendes biotin og som uopldseligt
reagens avidin koblet til et fastfasebzremateriale.

5. Fremgangsmade ifglge krav 2-4, kendetegnet ved, at der
som fast fase anvendes plastkugler.

6. Fremgangsmade ifdlge krav 2-4, kendetegnet ved, at der
som et fastfasebazremateriale anvendes en mikrotiterplade.

7. Fremgangsmide ifglge krav 2-4, kendetegnet ved, at der
som et fastfasebaremateriale anvendes kemisk aktiverede, uoplgselige
polymerer.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, kendetegnet ved, at der
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som uoplgselig polymerer anvendes CNBr-aktiverede agarosekugler.

9. Kit til pavisning og bestemmelse af antistoffer rettet mod be-
stemte antigener i en homogen, vandig oplgsning, hvilket kit er
egnet til brug ved fremgangsmaden ifglge kravene 1-8, kende -
tegnetved, at det indeholder et fdrste reagens bestiende af et
med en genkendelig gruppe modificeret, i vandig oplgsning oplgselig
antigen, et andet reagens bestaende af et udfaldningsmiddel eller et
uoplgseligt reagens, som kan vekselvirke med den genkendelige
gruppe, samt et tredie reagens bestdende af et merket anti-Ig.

10. Kit ifglge krav 9, kendet egnet ved, at et eller flere
af reagenserne er frysetgrret.
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