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(54) Diagnostisk reagens for australsk

antigen eller dets antistof samt
fremgangsmidde tll dets fremstll=
ling.

Opfindelsen angdr et diagnostisk reagens for australsk antigen eller dets
antistof sdvel som en fremgangsmdde til fremstilling af dette reagens. Australsk
antigen er ogsd kendt som hepatitis-B-antigen, og det diagnostiske reagens ifg¢lge
opfindelsen skal finde anvendelse til pavisning i blodpr¢ver af tilstedevarelsen
af dette antigen eller af antistoffet dertil pd en hurtig og pdlidelig méde.

Australsk antigen, som er opdaget af Blumberg et al, J. Amer. Med, Assoc.,
191, 541 (1965); Ann. Int. Med., 66,924 (1967), er til stede i blodet i en meget
1ille del af befolkningen, men bestemmelsen af det ved hjzlp af hurtige og palide-
lige midler er af den stgrste vigtighed for, at man kan undgad til transfusion at
anvende blod indeholdende dette antigen, som kan vare arsag til sakaldt serum-
hepatitis hos modtageren. Sadan hepatitis, der kan udvikles efter en lang inkuba-
tionstid,kan vere alvorlig og endog i nogle tilfzlde livsfarlig. Det er ogsd vig=
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tigt, at man kan pavise antistoffet til australsk antigen i personer eller dyr,
der kan have varet inficeret eller immuniseret med australsk antigen.

Der er derfor et behov for diagnostiske prgvemetoder, som er hurtige, fgl-
somme, giver mulighed for rutinerepetition af et stort antal blodprgver, kraver

" anvendelse af en minimal mengde diagnostisk reagens samt er palidelige, dvs. mulig-
gg¢r pavisning af antigenet (eller dets antistof) i enhver blodprgve (hvadenten det
drejer sig om selve blodet, serum eller plasma) indeholdende dette stof, og som
samtidig giver et minimalt antal "falske positive" resultater, dvs. falske tegn
pa tilstedeverelsen af antigenet (eller antistoffet).

Tysk offentligggrelsesskrift nr. 2.059.514 og USA patentskrift nr.
3.551.555 omhandler anvendelsen af vandige suspensioner af syntetiske harpikspar-
tikler som diagnostiske reagenser til immunokemiske bestemmelser. Disse partikler
er belagt med henholdsvis en human gamma-globulin fraktion omfattende Cohn frak-
tion II og et indifferent protein belagt med et antigen eller et antistof.

Et diagnostisk reagens ifglge opfindelsen til pavisning af australsk anti-
gen eller dets antistof, omfatter en vandig suspension af findelte syntetiske har-
pikspartikler af i hovedsagen ensartet form og stgrrelse belagt henholdsvis enten
med renset antistof, som er specifikt med hensyn til australsk antigen, eller med
selve det rensede australske antigen, og er ejendommeligt ved, at suspensionen
ogsa indeholder bestanddelene af normalt serum, dvs. serum, som hverken indeholder
antistof, som er specifikt med hensyn til australsk antigen eller selve det austral-
ske antigen, og som er taget fra samme art pattedyr som den art, fra hvilken anti-
stoffet eller antigenet er udvundet.

Ifglge opfindelsen indeholder det diagnostiske reagens sdledes bestanddelene
af normalt serum (dvs. serum, som hverken indeholder det med hensyn til australsk
antigen specifikke antistof eller selve det australske antigen), hvilket serum
 fis fra samme art pattedyr, som den fra hvilken serummet indeholdende antistof-
fet eller antigenet var opndet. Tilstedevarelsen af siddanne serumbestanddele for-
mindsker vesentligt antallet af "falske positive!' indikationer, ndr det diagnos-
tiske reagens anvendes til pévisning af australsk antigen (eller antistof) i blod-
prgver. Hvis f.eks. normalt marsvineserum ikke inkorporeres i diagnostisk reagens
indeholdende antistof fra marsvineantiserum, viser det sig, at ca. 10% humane
sera, som ikke indeholder australsk antigen, bevirker agglutinering af harpiks-
partiklerne, hvorpd er adsorberet antistoffet til australsk antigen. Dette skyldes
sandsynligvis tilstedevarelsen af stoffer i humane sera, hvilke stoffer reagerer
med andre materialer stammende fra de marsvineantisera, hvorfra antistoffet til
australsk antigen var opnéet. Hvis normalt marsvineserum inkorporeres, viser
imidlertid kun mellem 1% og 3% af de humane sera agglutinering af harpikspartikler—
ne ved fravzrelse af australsk antigen i disse sera, Dette kan skyldes, at be-

standdele i normal marsvineserum kan reagere med de omtalte stoffer i de humane
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sera og siledes forhindre dem i at fordrsage agglutinering af harpikspartiklerne.

Det med hensyn til australsk antigen specifikke antistof fa&s fortrinsvis
fra serum opndet fra pattedyr, f.eks. mennesker, fir, geder eller marsvin, som
indeholder antistoffet eller er blevet immuniseret med godt renset australsk anti-
gen fra menneskeblod. Dette antiserum renses til fjernelse af dets restindhold af
antistoffer med hensyn til humape serumproteiner eller andre stoffer, som ville
forstyrre anvendelsen af det diagnostiske reagens til pavisning af australsk anti-
gen.

Selve det australske antigen opnds fra serum fra mennesker, hvis blod inde-
holder antigenet..Antigenet ekstraheres fra serummet og renses, saledes at der |
ikke findes paviselige serumproteiner eller andre bestanddele, som ville forstyrre
anvendelsen af det diagnostiske reagens til pavisning af antistoffet til austréisk
antigen.

Den vandige suspension indeholder fortrinsgvis ca. 0,5% vagt/volumen harpiks-
partikler, men kan indeholde fra 0,1 til 3% vegt/volumen harpikspartikler. Til
fremstilling af diagnostisk reagens til pavisning af australsk antigen indeholder
suspensionen fortrinsvis ca. 0,05% vegt/volumen af antistoffet dertil adsorberet
p& harpikspartikler, men dette indhold kan ogsd varieres i overensstemmelse med
partikelkoncentrationen, Mezngden af antistof bgr vare netop tilstrakkelig til at
forhindre auto-sammenhobning af harpikspartikler. For runde polystyrenpartikler
med diameter 0,16 | har en mengde p& mindre end 1/20 af vagten af 0,16 u
harpikspartikler vist sig at forirsage auto-sammenhobning. Mengder pd over 1/10
bevirker formindsket f¢lsomhed for det diagnostiske reagens, ndr det anvendes
til pivisning af tilstedeverelse af antigen, men mamgder pd op til to gange
vegten af 0,16 U harpikspartiklerne kan anvendes,

Suspensionen indeholder fortrinsvis en stabilisator, som tilsattes efter
adsorption af antigenet eller antistoffet p& partiklerne, f.eks. et indifferent
protein, sisom serumalbumin, i en koncentration p& f.eks. 0,1% vagt/volumen. Et
konserveringsmiddel, f.eks. natriumazid i en koncentration pa 0,1% vegt/volumen,
kan ogsé vare til stede.

Fortrinsvis anvendes if¢lge opfindelsen ca. en rumfangsdel normalt serum
pr. 20 til 50, f.eks. 35,rumfangsdele af den vandige suspension af harpikspartik-

ler belagt med antistof eller antigen.
Det diagnostiske reagens for australsk antigen eller antistof ifglge op-

findelsen kan fremstilles ved en fremgangsmidde, der er ejendommelig ved, at en
vandig suspension af harpikspartikler szttes til en oplgsning eller suspension af
renset antistof eller antigen, blandingen omr¢res, indtil adsorptionen af anti-
stof eller antigen pd harpikspartiklerne er fuldstzndig, hvorp& normalt serum,r
som hverken indeholder antistof, som er specifikt med hensyn til australsk antigen

eller selve det australske antigen, tilszttes, og blandingen om n¢dvendigt yderli-
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gere tilsattes stabiliseringsmiddel og/eller konserveringsmiddel. Omr¢ringer
med henblik p& blanding af bestanddelene foregdr normalt ved stuetemperatur.
Den anvendte rserum kan om ¢nsket vare fortyndet til lettelse af behandlingen.
Suspensionen af harpikspartikler bgr szttes til oplg¢sningen eller suspensionen
af antistof eller antigen, fremfor den omvendte fremgangsmade, da der ved
sidstn@vnte fremgangsmide kan forirsages irreversibel auto-sammenhobning af
harpikspartikler.

Ved en fremgangsmide til pavisning af tilstedevarelsen af australsk anti-
gen eller antistoffet dertil blandes en prgve af serum, plasma eller helt blod,
eventuelt blandet med en vandig fortynder, med et passende (f.eks. lige sd stort)
rumfang diagnostisk reagens ifglge opfindelsen til pavisning af henholdsvis
australsk antigen eller antistof og blandes fortsat i mindst to minutter, fortrins-
vis fra fem til ti minutter. Hvis australsk antigen (eller antistoffet dertil) er
til stede i.pr¢vén, sa sker der agglutinering af harpikspartiklerne, f.eks. poly-
styréﬁpartiklerne, til dannelse af synlige agglomeratéf. Hvis der ikke kan ses
agglomerater inden fem minutter, indicerer dette fravarelse af australsk-antigen’
(eller antistoffet dertil) i préven.

Ved en alternativ fremgangsmdde til pavisning af tilstedeverelsen af anti-
stoffet til australsk antigen omrgres prgven med et standardvolumen renset oplgs-
ning eller suspension af australsk antigen fra humant blodplasma, diagnostisk
reagens for australsk antigen tilszttes, og blandingen emrgres et lignende tids~
rum. Agglﬂtinering af harpikspartiklerne indicerer 54 fraverelse.af antistof i pr¢-
ven. Hvis harpikspartiklerne ikke agglutinerer i 1gbet af fem minutter, indicerer
dette tilstedeverelse af antistof i prgven, idet sddant antistof sa har reageret
med tilsat antigen og sdledes forhindret pafglgende agglutinering af harpikspar~
tiklerne med antigenet.

) Hvis prgven bestér af helt blod, ma den fgrst behandles til lysering af
cellerne i den og til forhindring af koagulering, fgr den afprgves til pavisning
af tilstedeverelsen af australsk antigen eller antistoffet dertil. Til dette for-
mal ma den behandles med et vandigt fortyndingsmiddel indeholdende et ikke-iono-
gent overfladeaktivt middel af den polyoxyethylerede alkylphenol-type, foeks, iso-
octylphenoxy-polyoxyethyl-ethanol ("Triton X-100% fra Rohm & Haas Co., hvor "Tri-

ton" er et i Dammark registreret varemzrke), og natriumcitrat.

Hvis prgven bestdr af blodplasma, md den indeholde et antikoaguleringsmid-
del, f.eks. et vilkarligt standardantikoaguleringsmiddel, sédsom natriumcitrat,
og prgven behandles med fordel ogsd med samme vandige fortyndingsmiddel som for
helt blod, hvilket middel indeholder et ikke-ionogent overfladeaktivt middel, til

lysering af eventuelle resterende celler, som kan vare til stede i prgven.
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En passende pakning til udfgrelse af fremgangsmaderne til pavisning af
australsk antigen eller antistoffet dertil omfatter fortrinsviset reagensglas inde-
holdende en passende mangde diagnostisk reagens ifglge opfindelsen og et reagens-
glas indeholdende en lignende mzngde af en fortyndingsoplgsning indeholdende -et
lyseringsmiddel sammen med et antikoaguleringsmiddel til lysering og fortynding
af helt blod og plasmaprgver. Der kan ogsé forefindes sorte praparatglas enten af
glas eller plast, hvorpd prgverne kan udfgres.

Opfindelsen forklares nzrmere ved hjzlp af fglgende eksempel.

Fremstilling af diagnostiske reagens

Eksempel

En 407 vegt/volumen suspension af polystyrenkugler fremstillet af Styrene
Products Limited (produkt nr. 24016) med en diameter p& 0,16 u og solgt af BDH
Chemical Limited fortyndes til 5% med glycinforpufret saltvand og steriliseres
ved tilsatning af B-propiolacton under pH-regulering. Den sattes derpd til ni .
rumfang passende fortyndet, renset marsvineserum fra dyr, som er immuniseret
med australsk antigen.Polystyrensuspensionen tilsmttes langsomt under omr¢ring,
og omr¢ringen fortsettes i 30 minutter. Polystyrenkuglerne centrifugeres, vaskes
en gang i centrifugen med forpufret saltoplgsning og resuspenderes til det oprin-—
delige rumfang i forpufret saltoplgsning. Okse-serumalbumin (1% vegt/volumen)
tils@ttes til stabilisering af suspensionen af pelystyrenkugler, og omrgringen
fortssttes i 30 minutter. 1/10 Rumfang fortyndet normalt serum fra ikke~immuni-.
serede marsvin (fortyndet 1:3,5 med glycinforpufret saltvand) tils=zttes, og
blandingen omr¢res igen i 30 minutter. Til slut rystes blandingen voldsomt til
spredning af eventuelle partikelagglomerater. Alle anvendte opl¢sninger sterili-
seres ved filtrering og indeholder 0,17 natriumazid som konserveringsmiddel.
Produktet holdes ved 4°C, ved hvilken temperatur det er stabilt i mindst tre
méneder.

Beskaffenheden af en batch diagnostisk reagens afprgves med mindst 50 prg-
ver med humant serum indeholdende forskellige kendte mmngder australsk antigen.
Denne beskaffenhed sammenlignes med beskaffenheden af standardprgver for australsk
antigen (gel diffusion og immunoelektrophorese) over for de samme prgver, og
man bgr f& i det mindste ensartet fglsomhed. Selektiviteten vurderes .over for
mindst 100 prgver med humant serum og blodprgver, som vides ikke at indeholde
australsk antigen. Ikke mere end 3% af prgverne bgr s& give en positiv reaktion.

Det i eksemplet anvendte rensede marsvineantiserum fremstilles som fglger:

Marsvin immuniseres med australsk antigen udvundet og renset fra prgver
af humant plasma ved isopycnisk binding i en cesium-chlorid- eller kalium-bromid-

gradient i en zonecentrifuge efterfulgt af indstillet zonecentrifugeriﬁg i en
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sucrose-gradient. En primzr immunisering med antigen i Freund®s fuldstzndige til-
saztningsstof i foden efterfglges af to intraperitoneale podninger af antigen uden
tilsatningsstof. Efter samling af serum opndet fra marsvinene fjernes resterende
antistof mod humane serumproteiner om ngdvendigt ved kontakt mellem antiserummet
og normalt humant serum polymeriseret med ethyl-chlorformiat. Serummet renses sa
ved bundfaldning med 14% vandig natriumsulfat, dialyseres mod vandig phosphatfor-
pufret saltvand og kan om gnsket opvarmes til 56°C i 30 minutter til gdelazggelse
af komplement. Natriumazid (0,1%) szttes til som konserveringsmiddel, Til anven-
delse ved fremstilling af det diagnostiske reagens fortyndes antiserummet passende.
Den optimale fortynding udvalges ved fremstilling af sma hold diagnostisk reagens
med forskellig fortynding af antiserummet og afprgvning af disse med nogle prgver
humant serum, som vides at indeholde australsk antigen. Den fortynding, som over-
trukket pa harpikspartiklerne giver de bedste resultater med pr¢verne,udvalges til
fremstilling af det diagnostiske reagens. Normalt ligger den optimale fortynding

mellem 1:20 og 1:100.

PATENTKRAV

1. ﬁiagnOStisk reagens for australsk antigen eller dets antistof, hvilket
reagens omfatter en vandig suspension af findelte syntetiske harpikspartikler af
i hovedsagen ensartet form og stgrrelse belagt henholdsvis enten med renset anti-
stof, som er specifikt med hensyn til australsk antigen, eller med selve det ren-
sede australske antigen, kendetegnet ved, at suspensionen ogséd inde-
holder bestanddelene af normalt serum, dvs. serum, som hverken indeholder anti-
stof, som er specifikt med hensyn til australsk antigen,eller selve det australske
antigen, og som er taget fra samme art pattedyr som den art, fra hvilken antistof-
fet eller antigenet er udvundet.

2, Diagnostisk reagens ifglge kravl, kendet egn et ved, at sus-
pensionen indeholder ca. 1 rumfangsdel normalt serum pr. 20-50 rumfangsdele af
suspensionen,

3, Fremgangsmidde til fremstilling af et diagnostisk reagens ifglge krav 1
eller 2, kendetegnet ved, at en vandig suspension af harpikspartikler
szttes til en oplgsning eller suspenmsion af remset antistof eller antigen,
blandingen omr¢res, indtil adsorptionen af antistof eller antigen pd harpiks-
partiklerne er fuldstzndig, hvorpd normalt serum, som hverken indeholder antistof,
som er specifikt med hensyn til australsk antigen eller selve det australske
antigen, tilsattes, og blandingen om nedvendigt yderligere tilsattes stabili-

seringsmiddel og/eller konserveringsmiddel.
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