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Den foreliggende opfindelse angar et reagens til bestemmelse af et immuno-
logisk aktivt materiale, hvilket reagens bestar af en receptor, som specifikt
binder det immunologisk aktive materiale, et enzym, et enzymsubstrat og
det immunologisk aktive materiale, der er market med en forbindelse, som

er i stand til at modificere aktiviteten af enzymet.

Der er i de sidste &r udviklet mange analytiske systemer, som byg-

ger p& konkurrerende proteinbindingsanalyse (ogsd kaldet mztnings-

analyse) .

Udtrykkene "matningsanalyse" og "konkurrerende proteinbindingsanalyse",
som er synonyme, dzkker analytiske systemer, som anvendes til be-

stemmelse af immunologisk aktive materialer (ligander). Resultaterne af
disse bestemmelser, udfgrt i biologiske vasker, anvendes til medicinske

og veterinare diagnoser. Diagnosen er afhangig af, om niveauet af
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den bestemte substans er normalt eller patologisk. Det analytiske
princip bygger f.eks. pd en konkurrence mellem en ligand og en mar-
ket ligand om et falles specifikt bindemiddel (receptor), som det

belyses ved nedenstdende ligning:

marke maerke merke

ligand + ligang + receptor —» ligand + ligand + ligand + ligand

l

receptor receptor
(1) (2) (3) (4)

ligning 1

Den primere reaktion er en kombination af 1 molekyle ligand med

1 molekyle receptor til dannelse af et bimolekylart ligand/recep-
tor-complex (1). En anden reaktion affgdes af tilsatningen af
merket ligand, som p& lignende mide kombineres med receptoren til
dannelse af merket ligand/receptor-complex (2). I metningsanalyse
er koncentrationerne af receptoren og af den markede ligand kon-
stante. Koncentrationen af receptor er begranset, si at den markede
ligand er i overskud i forhold til receptoren. Under disse betin-
gelser fordrsager tilssatningen af ligand en konkurrence mellem
ligand og mazrket ligand om binding med receptoren. En forggelse

af ligandkoncentrationen vil derfor formindske mengden af market
ligand/receptor-complex. Forsggsprincippet bygger p& en bestemmel-
se af den procentdel af den totale merkede ligandmengde, som er
bundet til receptoren. Denne procentdel er omvendt proportional
med den mengde ligand, der sattes til reaktionsblandingen fra den
prgve, som skal mdles, eller fra den standard, som anvendes under
forsgget. Reduktionen af koncentrationen af merket ligand/receptor-
—-Complex eller forggelsen af koncentrationen af market ligand i
reaktionsblandingen kan anvendes til at bestemme ligandkoncentra-

tionen.

Fglsomheden af matningsanalyse afhanger af anvendelsen af en recep-
tor, som har en meget hgj affinitet tjl liganden og den markede
ligand. Desuden afhanger fglsomheden ogsd af anvendelsen af et merke,
som kan pavises i meget lav koncentration.
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Matningsanalysens specificitet afhanger af receptorens evne til
kun at binde ligand og merket ligand i en complex blanding af

forskellige molekyler.

Mztningsanalyse har varet anvendt i en razkke forskellige
teknikker, hvis forskel primert hidrgrer fra den anvendte type

merke. Sazdvanligvis klassificeres disse teknikker ved de brede
benzvnelser "yradioforsgg" eller "ikke-radioforsgg" afhangigt af, om
der anvendes et radioaktiv sporstof som marke.

Radioforsgg er anvendt i stgrre udstrakning end ikke-radioforsgg.
Radioforspg kan yderligere klassificeres som radioimmunoforsgg el-
ler radio-receptorforsgg afhangigt af den type receptor, som an-
vendes ved forsgget. I radioimmunoforsgg anvendes et antistof,

som specifikt binder liganden og den maerkede ligand. Ved radio-re-
ceptoranalyse anvendes derimod en anden type biologisk receptor,
som pa lignende mdde specifikt binder liganden og den markede li-

gand.

ved alle radioforsggteknikker er det vigtigt fysisk at adskille den
bundne fraktion (1 og 2 i ligning 1) fra den ubundne fraktion (3

og 4 i ligning 1) i reaktionsblandingen. Et indeks for ligandkon-
centrationen kan derpd f&s ved at talle disse fraktioner i en
radiocaktivitetstazller og sammenligne tzllingerne for de ukendte
prgver med tallinger for hensigtsmaessige standardligandprgver testet
ved samme forsgg. Der er beskrevet mange forskellige og afvigende
metoder til adskillelse af de bundne og fri fraktioner 1 radiofor-
sggsreaktionsblandingen under anvendelse af teknikker som f.eks.
gelfiltrering, absorptions- Og ionbytterchromatografi, fraktioneret

udfeldning, fastfase eller elektroforese.

Efter udviklingen af radioforsggsteknikker i maetningsanalyse er

der udviklet metoder, som anvender ikke-radioaktive merker. Der er
demonstreret metoder, som anvender enzymer som merke. Disse metoder
kan have den fordel, at en fysisk adskillelse af de bundne (L + 2)
og fri (3 + 4) fraktioner af merket ligand ikke er ngdvendig ved
forsggsproceduren LvVis enzymaktiviteten andres, ndr et antistof
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binder en ligand, som er mzrket med et enzym. Graden i @ndringen
af enzymets aktivitet er indikation for den markede ligands kon-
centration i den bundne fraktion og giver derfor et indeks for
ligandkoncentrationen i reaktionsblandingen.

Den kemiske struktur af ligand-enzym-complexet er yderst svert at
bestemme, og dette er hovedulempen ved enzymimmunoforsg¢gg. Dette
- skyldes uden tvivl den store m®ngde aminosyresidekader,

som er til stede pa enzymoverfladen til complexdannelse med ligan-
- den. Dette bevirker store problemer ved reproduktionen af ligand-
—enzymet ved forskellige praparater af cbmpiexet. Den generelle
mangel pd styring af den complexdannende reaktion resulterer i
binding af mange ligandmolekyler til &t enzymmolekyle, selv om det
er sandsynligt, at bindingen af kun nogle £& af disse ligandmole-
kyler til antistoffet er involveret i inhiberingen af enzymaktivi-
teten. Derfor resulterer ikke alle antistof/merket antigen-inter-
aktioner i en modificering af enzymaktiviteten, og derved reduceres
teknikkens fglsomhed.

Protein-protein-vekselvirkning mellem forskellige antistofmolekyler
Oog antistof- og enzymmolekyler er en anden fglge af mangden af 1li-
gandmolekyler pd enzymoverfladen. Protein-protein-vekselvirkningen
forgges yderligere, hvis liganden ogsd er et polypeptid. Enzymmole-
kylet inducerer derfor et lokaliseret mikro-omr&de med hgj protein-
koncentration. I s&danne situationer er det pavist, at der sker
proteinudfeldning, hvilket ford&rsager, at &n af hovedfordelene ved
enzymimmunoforsgg gdr tabt, idet det bliver ngdvendigt at adskille
antistofbundne og frie fraktioner.

Der er beskrevet en modifikation af enzymimmunoforsgget, ved hvilket
disse problemer delvis lgses, idet liganden merkes med et detektor-
molekyle, som har lav molekylvagt. I dette forsgg bevirker antistof-
bindingen af merket ligand sterisk hindring af binding af detektor-
molekylet til et andet antistof, som er specifikt for detektormole-
kylet. Hindringsgraden bestemmes af konkurrence om binding af det
fri ligand-detektormolekyle og detektormolekylmarket enzym med de-
tektormolekyle-antistof. Graden af andringen af enzymaktiviteten,
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som bestemmes ved normalt enzymimmunoforsgg, er indikation for
koncentrationen af det fri ligand-detektormolekyle, som ligeledes

er indikation for ligandkoncentrationen i reaktionsblandingen.
Fordelen ved denne teknik er, at et 1ille molekyle snarere end et
enzym bindes til liganden og derved tillader en bestemmelse af den
merkede ligands kemiske struktur, hvorved mange af de ovenfor be-
skrevne ulemper ved enzymimmunofofs¢get overvindes. Ved dette

system overvindes imidlertid kun ulemperne ved den primzre bindings-
reaktion, som involverer liganden og den merkede ligand, og de over-
fgres til detektorsystemet, hvor graden af antistéfbundne og anti-

stoffri fraktioner af market ligand bestemmes.

Ulemperne ved de hidtil kendte fremgangsmader overvindes ved den
foreliggende opfindelse, ifglge hvilken der anvendes en enzym-

modifikator som mErke.

Nzrmere bestemt angar den foreliggende opfindelse et reagens af den ind-
ledningsvis beskrevne art, hvilket reagens er ejendommeligt ved, at det
merkede immunologiske materiale er et antigen-enzyminhibitor- eller anti-

gen-enzyma ktivator-complex.

Udtrykket "immunologisk aktivt materiale" eller "ligand" betegne.
her ethvert immunologisk aktivt stof eller en del deraf, som kan
bestemmes immunologisk, £.eks. under anvendelse af metningsanalyse-
teknik. Det vasentlige krav er, at der er en receptor, som specifikt
kan binde liganden. Nar receptoren er et antistof, er liganden hapte-
nisk eller antigenisk, sd at der kan dannes specifikt antistof. En
ligand betegnes som en hapten, nar den kun udlgser antistofdannelse,
ndr den bindes til en forbindelse med antigen—-egenskaber. En ligand
betegnes alternativt som antigen, ndr den udlgser antistofdannelse
uden kemisk modifikation. Ligandens molekylvagt kan variere i et
bredt omrade fra ca. 100 til ca. 1.000.000. Dette molekylvagtsomrade
er ikke begransende for forsgget, forudsat at der findes en recep-

tor, som specifikt kan binde liganden.

Liganden kan have polymer- eller ikke-polymerstruktur. Nar ligan-
den har polymerstruktur, har den sadvanligvis biologisk oprindelse
og kan klassificeres som en nucleinsyre, et polysaccharid og/eller
polypeptid. Nar liganden p& den anden side er ikke-polymer, har den
sadvanligvis en molekylvagt p& mindre end 2.000 og kan have en

lang rakke forskellige strukturer, funktionelle egenskaber og

fysiologiske egenskaber.
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Sarligt vigtige ligander, som kan anvendes ifglge den foreliggende
opfindelse, er aminer, aminosyrer, peptider, proteiner, lipoproteiner,
glycoproteiner, steroler, steroider, lipoider, nucleinsyrer, mono-

0g polysaccharider, alkaloider, vitaminer, medikamenter, narkotika,
antibiotika, metaboliter, pesticider, toxiner, industrielle forure-
nende stoffer, aromastoffer, hormoner, enzymer, co-enzymer, cellu-
lere eller ekstracellulare vevsbestanddele og antistoffer isoleret

fra mennesker eller dyr.

Umiddelbart potentielle bestanddele til analyse med det forelig-
gende system er hepatitis B-overfladeantigen, ferritin, tumoranti-
gener sasom CEA, a-fetoproteiner, rheumatoidfaktor, C-reaktive
proteiner, immunoglobulinklasserne IgG, IgM eller Iga, myoglobin,
thyroidhormoner omfattende T; og Tyr insulin, steroidhormoner
omfattende testosteron eller estradiol, vanedannende medikamenter,
herunder narkotiske analgetika sdsom morphin, barbiturater, stimu-
lanser sé&som amphetamin, medikamenter til behandling af epilepsi
herunder diphenylhydantoin og phenobarbital, cardialglycocyter
sdsom digoxin, vitaminer sédsom vitamin B12 og folinsyre. Endvidere
er antistoffer, som er umiddelbart potentielle til analyse med sy-
stemet, sddanne, som er forbundet med infektioner ved syfilis,

gonorrhoae, brucellosis, rubella og rheumatisme,

Udtrykket "market immunologisk aktivt materiale" eller "merket
receptor" betegner her en ligand, en ligandanalog eller en del der-
af eller en receptor, som er market med en enzymmodifikator. Et,
mere end &t og sadvanligvis mindre end 100 merkemolekyler kan
bindes til et ligand- eller receptormolekyle. Ligeledes kan ét,
mere end ét og s&dvanligvis mindre end 5 ligand- eller receptor-
molekyler bindes til et maerkemolekyle. Bindingen af ekstra mzrke-
molekyler til et ligand- eller receptormolekyle forgger sadvanlig=-
vis forsggets fglsomhed, forudsat at de ekstra merker ikke pavirker
binding.

Binding af et modifikatormolekyle til et ligand- eller recep-
tormolekyle medfgrer dannelse af intermolekylare bindinger, som
i de fleste tilfalde, men ikke ngdvendigvis, er af covalent art.
Bindingen kan i nogle tilfazlde gennenfgres i narverelse af et
koblingsmiddel ved indsattelse af en kazdegruppe mellem merket

og liganden eller receptoren.
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Modifikatormolekylet kan bindes direkte til liganden eller
receptormolekylet. Det kan imidlertid vare gnskeligt at indsatte
kemiske broer af forskellig langde mellem modifikatormolekylet og li-
gand- eller receptormolekylerne afhengigt af det tilsigtede specifikke
forsgg. I nogle tilfalde kan det endog vare fordelagtigt at binde
modifikatormolekylet og ligand- eller receptormolekylerne separat

til samme barermolekyle, f.eks. et makromolekyle s&som et poly-

peptid eller et polysaccharid.

Udtrykket "receptor" betegner her enhver substans, som specifikt

kan binde ligand og merket ligand eller en del deraf. Sadvanligvis

er den i forsgget anvendte receptor et specifikt antistof for den 1li-
gand, som er dannet i blodet hos hvirveldyr efter injektion af en hen-
sigtsmaessigt hapten eller et hensigtsmessigt antigen. Der kan ogsa
anvendes naturligt forekommende receptorer i forsgget. Denne sidst-
nevnte gruppe omfatter proteiner, nucleinsyrer og cellulere mem-
braner. Sadanne receptorer har varet anvendt i radioforsggsteknik-

ker for thyroxin, insulin, angiotensin og forskellige steroid-

hormoner.

Nir liganden er et antistof, kan receptoren vare det antigen, som
anvendes til at inducere dette antistof i et vartsdyr. Ved en an-
den udfgrelsesform kan receptoren vare et antistof mod det antistof,

som skal bestemmes.

Det er ikke muligt med sikkerhed at bestemme den receptorvirknings-
m&de, som, ved binding af den markede ligand, reducerer vekselvirk-
ningen mellem enzym og modifikator. Den mest sandsynlige forklaring
er, at enzymets affinitet til modifikatoren reduceres som et resul-
tat af en andring i stgrrelse og nettoladning af receptor/ligand-
-modifikatorcomplexet i sammenligning med vardierne for ligand-

-modifikator alene.

vdtrykket "modifikator" betegner her en hvilken som helst substans,
som er i stand til at vekselvirke med et enzym, sd& at enzymaktivi-
tetsgraden og -mdden modificeres. Denne modifikation kan resultere
i en inhibering, aktivering eller @ndring i specificitet eller en

hvilken som helst anden af enzymets egenskaber, som kan detekte-
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res enten direkte eller indirekte ved en endring i enzymaktivite-

ten eller i aktivitetsméden, f.eks. en andring i reaktionsbetingel-
serne, f.eks. co-faktorkrav eller pH-vardi-optimum, i kinetiske egen-
skaber eller i aktiveringsenergi. Modifikatoren kan i stgrrelse
variere fra et lille molekyle til et makromolekyle, og dets vek-
selvirkning med et enzymmolekyle kan enten vare reversibel eller
irreversibel afhangig af, om den inter-molekylare binding er

ionisk eller covalent.

Forsggets fglsomhed er bl.a. afhangig af receptorens affinitet til
liganden og modifikatorens evne til at fordrsage en @ndring i en-
zymaktivitetsgraden eller -m&den. Fortrinsvis opnds andringen i
enzymaktivitetsgraden eller -m&den med en minimal modifikatorkon-
centration. Jo narmere denne koncentration ligger til enzymkoncen-
trationen pa molekylar basis, jo stgrre vil forsggets f@lsomhed

vare,

Modifikatoren er fortrinsvis en enzyminhibitor, som, ved vekselvirk-
ning med enzymet, inhiberer dets aktivitet. Inhibitorens virkemide kan
vare konkurrerende, ikke-konkurrerende, allosteroisk

eller en kombination af to eller flere af disse mider. Inhibitoren

bgr fortrinsvis have en inhiberingskonstant (den inhibitorkoncen—
tration, som er ngdvendig til 50%'s inhibering af enzymsystemet)

pa& under 10_3 mol/liter, afhangigt af det udfgrte forsgg. Inhibe-

ringskonstanten ligger sarligt foretrukket mellem lO-15 og 10_5.

Et hvilket som helst enzym kan anvendes i forsgget, forudsat at
der eksisterer en modifikator, som specifikt modificerer enzym-
aktiviteten pa den ovenfor beskrevne mide. Foretrukne enzymer er
stabile, let tilgangelige til lav pris og har et hgjt omsatnings-
tal og et simpelt udfgrligt forsggssystem. Omsatningstallet (antal
produktmolekyler dannet pr. enzymmolekyle pd 1 minut) ligger for-
trinsvis over 100 afhangigt af den specifikke test. Mere foretruk-
ket er omsatningstallet si hgjt som muligt og mindst 200.

Enzymmodifikatorsystemer, som er sarligt egnede ved den foreliggende
opfindelse, er dihydrofolatreduktase/methotrexat, dihydrofolatreduk-
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tase/4-aminopterin, dihydrofolatreduktase/andre specifikke inhibi-
torer af dette enzym; B—glucoronidase/4—deoxy—S—aminoglucarsyre
og derivater deraf; biotin indeholdende enzymer/avidinlignende

carboxylase/avidin; chymotrypsin/TPCK

CHZ—Ph
I

y-cystathionase/propargylglycin; alaninracemase/trifluoralanin;
tryptophanase/trifluoralanin; tryptophansynthetase/tr1fluoralanln-
p-cystathionase/trifluoralanin; pyrovat—glutamattransamlnase/tr1—
fluoralanin; malkesyreoxidase/2-hydroxy-but- 3-yn-syre; monoamin-

oxidase/N,N—dimethylpropargylamin og diaminoxidase/HzN-CHz—CECCHz—NHz.

Enzymaktivitetsbestemmelsen kan udfgres ved direkte eller indirekte at
overvidge substratkonsumptionen eller produktdannelsen ved en egnet
pH-vardi og temperatur under anvendelse af et detektorsystem,

f.eks. colorimetri, spektrofotometri, fluorospektrofotometri,
gaseometri, thermometri (varmeproduktion) eller scintillations-

telling.

For at forgge systemets fgplsomhed er det muligt at anvende biolumi-
nescens og enzymcyklus-teknikker, f.eks. de teknikker, som

er beskrevet af J. Lee et al, i Liquid Scintillation Counting:
Recent Developments, Stanley P.E. 0og Scoggins, B.A., Academic
pPress, New York, side 403 og Lowry 0.H. et al. i J. Biol. Chem.
236, side 2746 - 2755.

Ved en sarlig udfgrelsesform af den foreliggende opfindelse kan
der anvendes en market ligand til bestemmelse af tilstedevarelsen
af en ligand i en ukendt pr¢ve ved simultan eller sekventiel
tilsetning ved en hensigtsmaessig pH-vardi af den merkede ligand
og den ukendte prgve til et vandigt medium, som indeholder en
receptor, som er specifik for liganden og den merkede ligand.
Efter en passende inkubationsperiode bestemmes fordelingen af
receptor bundet til ligand og maerket ligand ved tilsatning af
enzym og substrater. Den receptor, som er specifik for liganden,
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binder ogsd den markede ligand, og derved reduceres vekselvirknin-
gen mellem modifikatoren og enzymet, s& at modificeringen af enzym-
aktiviteten formindskes. Tilsetning af ligand i forsgget resulte-
rer i en konkurrence med den merkede ligand om binding til recep-
toren, og derved forgges koncentrationen af fri merket ligand i
forsgget. Vekselvirkningen mellem ligand-modifikator og enzyvm for-
¢ges, og enzymaktiviteten pavirkes atter. Modificeringen af enzym-—
aktiviteten er derfor en funktion af ligandkoncentrationen i for-
sgget og fordrsages af ubundet merket ligand. Derfor er forskellen
mellem den resulterende enzymaktivitet og den aktivitet, der

fas i fraverelse af ligand, indikativ for ligandkoncentrationen i

den ukendte prgve.

En at hovedfordelene ved denne fremgangsmade er, at adskillelse

af bundne og fri fraktioner er ungdvendig ved fremgansmdden. Dette ude-
lukker imidlertid ikke anvendelsen af et sddant separationstrin i for-
sgget efter inkubering af liganden og market ligand med receptoren

for enzymaktivitetsbestemmelsen. Adskillelse af fraktioner kan vare
gnskelig i nogle tilfzlde til fjernelse af stoffer i prgven, som

kan forstyrre enzymforsgget. Separationen kan udfgres under anven-
delse af en hvilken som helst af de teknikker, som er beskrevet ved
radioimmunoforsgget, herunder gelfiltrering, adsorptions- og ion-
Dbytterchromatografi, fraktioneret udfzldning, fastfase og elektro-

forese.

Den foreliggende opfindelse belyses narmere ved fglgende eksempler.

Eksempel 1.
Fremstilling af "amino-digoxin".

Til en suspension af 156 mg (0,2 millimol) digoxin i 5 ml absolut
ethanol sattes under omrgring 10 ml 0,2M natriummetaperiodat.
Blandingen bliver homogen efter 10 minutter, og derpéd dannes
langsomt et bundfald. Efter 2 timer tilsattes 5 ml vand + 5 ml
ethanol. Efter yderligere 30 minutter tilsattes 122/ul

(2,2 millimol) ethylenglycol, og der begynder straks at udfazldes
et tat hvidt bundfald. Efter 80 minutters omrgring tilsazttes
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133/ul (2,0 millimol) ethylendiamin, og den resulterende pH-var-
di pa 11,0 indstilles til 9,5 med 0,1M saltsyre, og reaktionsblan-

dingen lades henstd ved stuetemperatur i 18 timer. pH-Verdien andres

ikke i denne periode.

151,4 mg (4,0 millimol) natriumborhydrid tilsazttes derpd, og blan-
dingen omrgres i 3 1/2 time. pH-Verdien indstilles derpa fra 10,5
til 6,5 med 1M myresyre (ca. 3 ml), og tyndtlagschromatografi pa
denne blanding viste en enkelt stor plet med en Rf—vardi pa 0,15
(siliciumdioxid p& aluminium fremkaldt i butanol:eddikesyre:vand
(4:1:1)) . Digoxin har en Rf—verdi p& 0,7, nar det fremkaldes i samme

system.

Oplgsningsmidlerne afdampes til nasten tgrhed pd en rotations-
fordamper under vakuum med en vandbadtemperatur pi 60°C. De sidste
fa ml vand fjernes ved at tilsatte 95% ethanol (3 x 20 ml) og

at gentage inddampningen som ovenfor.

Det resulterende bleggule faste stof ekstraheres tre gange med ab-
solut ethanol, og disse forenede ekstrakter inddampes til ca. 4

ml og centrifugeres til fraskillelse af en lille mengde salt, som
kasseres. Den bleggule supernatantoplgsning inddampes til tgrhed
under en strgm af tgrt nitrogen, hvorved fa&s en gul olie, som

har samme Rf—vardi ved tyndtlagschromatografi som den ovenfor be-
skrevne reaktionsblanding. Det vises, at produktet indeholder en
fri aminogruppe ved at omsatte det med Fluram (4-phenylspiro[flu-
ran-2(3H) ,1'-phthalan]-3,3'-dion) til dannelse af en intensivt
fluorescerende forbindelse. Dette produkt har i koncentreret
svovlsyre et spektrum, som ligner digoxins med absorptionstoppe
ved 385 og 495 nm. Produktet udviser ogséd sterk affinitet til
antisera (kanin), som er specifikke for digoxin. Den mest sandsyn-
lige struktur for det isolerede produkt er den nedenstdende:

j—-n
s}
>

HCH
/ /H 0]

H2N-CH2CH2—N - C
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Eksempel 2.
Fremstilling af methotrexat-aminodigoxin-konjuat.

11 mg methotrexat oplgses i 5 ml vand, og pH-vardien indstilles

til 6;5. 10 mg "aminodigoxin" oplgses i denne opl@gsning, og volumenet
indstilles til 20 ml med vand. pH-Vardien indstilles atter til

6,5, og til reaktionsblandingen sattes 484 mg N-ethyl-N"-(3-dimethyl-
amino)-propylcarbodiimid-hydrochlorid oplgst i 5 ml vand. pH-Ver-
dien holdes pd 6,2 i 24 timer ved stuetemperatur. Konjugatet ren-

ses pd en silicagelkolonne under anvendelse af 3%'s ammoniumcitrat
som oplgsningsmiddel. Fraktioner, som indeholder det ¢gnskede pro-
dukt, forenes og vises at have den dobbelte kapacitet til starkt

at binde antisera (kanin), som er specifikke for digoxin, og ogsa

til staerkt at inhibere enzymet dihydrofolatreduktase (kyllingelever).
Den mest sandsynlige struktur for methotrexat-aminodigoxin-konju-

gatet er den nedenstaende:

H3
0.0
HCH V\ '
//
HN-CH,CH,~ N -
i 4
0=C
CH,

H
L 3CH CHg CHj l o
O
°f L :
0
l H o

HN-CH2-CH2—N - C
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Eksempel 3.
Enzyminhibitorimmunoforsgg for digoxin.

100 ul serum inkuberes ved 30°C i 15 minutter sammen med 100 ul anti-
digoxin-antistofoplgsning, 100 ul NADPH-oplgsning, 100 ul 2-mercaptoeth-
anoloplgsning og 500 ul natriumphosphatpuffer med pH-vardi 7,5. 100 ul
methotrexat-digoxin-konjugat fra eksempel 2 (70 ug/ml) tilsettes, og blan-
dingen inkuberes i 15 minutter, hvorefter der tilsettes 100 ul dihydrofolat-
reduktaseoplgsning. Det anvendte dihydrofolatreduktasepraparat isoleres fra

kyllingelever ved fremgangsmaden ifglge Kaufman, B.T., & Gardiner, R.C.,

Journal of Biological Chemistry, bind 211, side 1319 (1966). Blandingen
inkuberes i yderligere 3 minutter, og enzymaktiviteten bestemmes ved

tilsatning af 100 ul dihydrofolatoplgsning og maling ved 340 nm med et

Varian® spektrofotometer med skriver. Resultaterne er anfgrt i tabel |.

Tabel I.
Reaktanter Enzymaktivitet
Digoxin Antidigoxin-| Methotrexat- | Enzym- OD/min | Inhibering
(prgvekon- -antistof -digoxin-kon-| -for- is%
centration) jugat (i for-|{ sggs-—
s@g) kompo-
nenter
0 fravarende 0 til stede] 0,150 0
0 fraverende 7 ng til stede| 0,100 33
0 til stede 7 ng til stedej 0,145 3
5 ng/ml til stede 7 ng til stede| 0,125 16
10 ng/ml til stede 7 ng til stede| 0,115 23

Reaktanterne tilsattes i den ovenfor anfgrte rakkefglge.

OD = optisk densitet.
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Af ovenstdende resultater fremgdr det, at nogle f£& nanogram

digoxin i serum kan bestemmes ved det beskrevne system.

Eksempel 4.
Fremstilling af methotrexat-humant serumalbumin-konjugat.

45 mg methotrexat oplgses i 1,0 ml N,N-dimethylformamid, og der
tils@ttes 25 mg N-hydroxysuccinimid. 41 mg N,N=-dicyclohexylcarbo-
diimid oplgses, og blandingen holdes ved stuetemperatur i 13 timer.
Det som biprodukt fremkomne uoplgselige urinstof frafiltreres, og
lOO/ul af filtratet sattes til en oplgsning, som indeholder

5 mg humant serumalbumin i 800 ,ul 0,1M natriumphosphatpuffer

med pH-verdi 7,5 plus loo/ul dioxan. Reaktionsblandingen holdes
ved stuetemperatur i 30 minutter og haldes derpd p& en Sephadex
G-25-kolonne, som er akvilibreret med 0,1M natriumphosphatpuffer
med pH-verdi 7,5. Kolonnen elueres med denne puffer, og der fas

to elueringstoppe, som indeholder methotrexat, og den f@grste inde-

holder methotrexat-humant serumalbumin-konjugatet.

Eksempel 5.
Enzyminhibitor-immunoforsgg for humant serumalbumin.

100 ul fortyndet serum inkuberes ved 30°C i 15 minutter sammen med 100 ul
antihuman serumalbuminantistofoplgsning (kanin), 100 ul NADPH-oplgsning,
100 ul 2-mercaptoethanol-oplgsning og 550 ul natriumphosphatpuffer med
pH-verdi 7,5. Derpa tilsettes 100 ul methotrexat-humant serumalbumin-kon-
jugat (8 ug/ml), og blandingen inkuberes i 15 minutter, hvorefter der
tilseettes 100 ul dihydrofolatreduktaseoplgsning. Blandingen inkuberes i
yderligere 3 rhinuttér, og enzymaktiviteten bestemmes ved tilsatning af 100
ul dihydrofolatoplgsning og méling ved 340 nm med et Varian® spektrofoto-

meter med skriver. Resultaterne er anfprt i tabel II.
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Tabel II DK 152313 B
Reaktanter Enzymaktivitet
Humant serum-| Antihumant | Methotrexat-| Enzym-for-| OD/min | Inhibering
albumin (pr¢-| serumalbu- | ~humant se- sggskompo- i%
vekoncentra- min-anti- rumalbumin- nenter
tion) stof -konjugat (i
forsgqg)
0 fravarende 0 til stede 0,123 0
0 fravarende 0,8/ug til stede 0,068 45
0 til stede 0,8/ug til stede 0,105 16
5/ug/ml til stede 0,8/ug til stede 0,092 25
lO/ug/ml til stede 0,8/ug til stede 0,085 31

Det fremgar af

rumalbumin kan

Eksempel 6.

de ovennavnte resultater,

bestemmes i det beskrevne

at nogle fé/ug humant se-

system.

Syntese af methotrexat-aminoethylmorphin-konjugat.

a) Syntese af 03—aminoethylmorphin.

400 mg lithiumaluminiumhydrid suspenderes under nitrogenatmosfare

i 10 ml tetrahydrofuran, som er frisk destilleret fra lithiumalu-
miniumhydrid. I lgbet af 5 minutter tilsattes en oplgsning af 400

mg morphin og 400 mg chloracetonitril i 4 ml frisk destilleret

tetrahydrofuran, hvorefter der tilbagesvales i 1 time. Blandingen
lades afkgle, og der tilszttes 0,6 mlrvand efterfulgt af 0,6 ml

10 vagtprocent natriumhydroxidoplgsning og 2 ml vand. Blandingen
filtreres, og saltene vaskes med tetrahydrofuran, tetrahydrofuranfrak-

tionerne kombineres, tgrres med magnesiumsulfat under nitrogen og

3
filtreres, og filtratet inddampes, hvorved fds 380 mg O -amino-

ethylmorphin.
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b) Syntese af N-tert.butoxycarbonyl-v—(03—aminoethylmorphin)glutamin—

syre-o-benzylester.

En blanding af 50 mg 03-aminoethylmorphin (fremstillet som ovenfor),
34 mg N-tert.butoxycarbonyl-glutaminsyre-o-benzylester og 25 mg
dicyclohexylcarbodiimid i 5 ml dichlormethan omrgres i 4 timer ved
stuetemperatur. Blandingen fortyndes med ethylacetat og vaskes

med fortyndet natriumcarbonatoplgsning. Ethylacetatoplgsningen
ekstraheres derpa to gange med 0,1h saltsyre, og de forenede sure
ekstrakter behandles med tilstrekkeligt 10 vegtprocents natrium-
hydroxidoplgsning til indstilling af pH-verdien til 8,0. Oplgsningen
ekstraheres to gange med ethylacetat, og de forenede ethylacetat-
ekstrakter vaskes med natriumchloridoplgsning, tgrres over vand-
fri natriumsulfat og inddampes, hvorved fé&s 36 mg af en farvelgs

olie.

c) Syntese af glutaminsyre—y-(03-amidoethylmorphin)—a-benzylester—tri—

fluoreddikesyresalt.

En oplgsning af 36 mg N-tert.butoxycarbonyl-glutaminsyre-morphin-
derivat (fremstillet som ovenfor) i 3 ml dichlormethan omrgres ved
stuetemperatur, og der tilsattes 1 ml trifluoreddikesyre. Blandin-
gen omrgres i 15 minutter og inddampes derpd til t¢rhed. Som re-

manens fas 40 mg af et farvelgst glasagtigt materiale.
d) Syntese af methotrexat~y—(03—amidoethylmorphin)—a—benzylester.

En oplgsning af 37 mg 4—amino-4-desoxy—N1O-methylpteroinsyre i

3 ml dimethylsulfoxid behandles under omrgring ved stuetemperatur
med 28/ul triethylamin og 25 /ul isobutylchlorformiat, og
blandingen omrgres i 30 minutter. Den sazttes derpd til en blanding
af 75 mg morphinderivat fremstillet som beskrevet under c) og

28/ul trlethylamln i 2 ml dimethylsulfoxid, og blandingen om-
rgres ved 60 ° i 1 time. Blandlngen afkgles, fortyndes med vand og
ekstraheres to gange med ethylacetat. De forenede ethylacetat-
ekstrakter vaskes med vand og ekstraheres derpd to gange sammen med
0,1M saltsyre. De forenede sure ekstrakter behandles med tilstrak-
keligt 10 vagtprocents natriumhydroxidoplgsning til at have pH-vardien
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til 8,0. Blandingen ekstraheres tre gange med ethylacetat, og

de forenede ekstrakter vaskes med natriumchloridoplgsning, tgrres
over vandig natriumsulfat og inddampes, hvorved fés 15 mg af en

gul olie. Denne renses ved praparativ tyndtlagschromatografi pa

silicagel (fremkaldelse med chloroform/methanol (4:1)). Den gnskede
forbindelse vindes i form af 4 mg gult fast stof.

e) Syntese af methotrexat—y—(03-amidoethylmorphin) .

Produktet fremstillet som beskrevet under d), 4 mg, blandes med 5 ml
0,1M natriumhydroxidoplgsning, og blandingen omrgres ved stuetempe-

ratur i 8 timer, hvilket resulterer i en klar gul oplgsning.

Til denne sazttes 5 ml 0,1M saltsyre, og blandingen fortyndes til
25 ml med 0,05M natriumorthophosphatpuffer med pH-verdi 7,4, og
der f&s en til enzymforsgget egnet oplgsning af den ¢gnskede for-
bindelse. '

Eksempel 7.
Enzyminhibitor-immunoforsgg for morphin.

En blanding af 10 ul morphinoplgsning med passende koncentration, 50 ul
methotrexat—x—(03-amidoethylmorphin)—op|¢sning (4 ng/25 ml), 50 ul anti-
morphin-antistofoplgsning, 10 ul NADPH-oplgsning, 10 ul 2-mercaptoethan-
oloplgsning, 50 ul kaliumchloridoplgsning, 150 ul tris-saltsyrepufferoplgsning
(pH-verdi 7,5) indeholdende EDTA og 10 ul dihydrofolatreduktaseoplgsning
(E. casei) inkuberes i 20 minutter ved 37°C. Blandingens enzymaktivitet
bestemmes efter tilsetning af 10 ul dihydrofolatoplgsning ved at male @n-
dringen i oplgsningens ekstinktion ved 340 nm under anvendelse af et
Centrifichem® centrifugal-analyseapparat. Resultaterne er anfgrt i neden-
stadende tabel IlI.
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Tabel III
Reaktanter Enzymaktivitet
Morphin Antimorphin- | Morphin- | Enzym-for- |OD/min Inhibering
/ug/fors¢g —antistof -methotre-| sggskompo- isg
xat-konju-| nenter
gat
0 fravarende fraverende|til stede 0,54 0
0 fravarende 3 x 10_8 Mitil stede 0,14 76
0 til stede 3 x 1078 M|til stede 0,41 29
0,04 |til stede 3 x 1078 M{til stede |0,37 36
0,40 |til stede 3 x 1078 M|til stede |0,35 40
4,0 til stede 3 x 1078 M|til stede 0,31 46
20 til stede 3 x 1078 M|til stede |0,27 54
40 til stede 3 x 1078 M|til stede 0,23 60

Af ovenstaende

tion er der en

denne méade

tabel fremgdr det, at med voksende morphinkoncentra-
reduktion i dihydrofolatreduktaseaktiviteten. P&

kan morphinoplgsninger indeholdende fra 4/ug pr. ml

til 4 mg pr. ml morphin undersgges, blot der er lO/ul af oplgs-
ningen. Dette skal imidlertid ikke indicere, at dette er det kravede

omrade, men snarere blot, at det kan anvendes i praksis.

Eksempel 8.

Syntese af ferritin-methotrexat-konjugat.

En oplgsning af 1,3 mg humant leverferritin i 5 ml 0,05M natrium-

phosphatpuffer med pH-vardi 8,0 og 1 ml dimethylformamid omrgres

ved stuetemperatur, og der tilsattes lOO/ul af en oplgsning

fremstillet ved at behandle 23 mg methotrexat i 2 ml dimethyl-

formamid med 2l/ul triethylamin og 15 /ul isobutylchlor-

formiat ved stuetemperatur i 30 minutter. Blandingen omrgres ved
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stuetemperatur i 2 timer og dialyseres derpa mod 2 x 2 liter

0,05M natriumorthophosphatpuffer (med pH-vardi 7,4, indeholdende
0,1M natriumchlorid og 0,05 vagtprocent natriumazid) i 24 timer.
Oplgsningen lades derpd lgbe gennem en kolonne af Sephadex G-25,
som er akvilibreret med samme puffer, og de ferritinholdige frak-
tioner forenes og fyldes op til 10 ml med pufferen. Den resulte-
rende oplgsning er egnet til anvendelse i et enzymimmunoforsgg til

bestemmelse af ferritin.

PATENTKRAV

Reagens til bestemmelse af et immunologisk aktivt materiale, hvilket reagens
bestar af en receptor, som specifikt kan binde det immunologisk aktive
materiale, et enzym, et enzymsubstrat og det immunologisk aktive materiale,
der er mazrket med en forbindelse, som er i stand til at modificere aktivite-
ten af enzymet,

kendetegnet ved, at det merkede immunologiske materiale er et

antigen-enzyminhibitor- eller antigen-enzymaktivator-complex.
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