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Et materiale til detektering af narvarelsen af et peroxi-
dativt aktivt stof i en testprgve omfatter et oxganisk hy-
droperoxid og en indikator, der er i stand til at tilveje-
bringe et detekterbart respons i nzrvarelse af det peroxi-
dativt aktive stof og peroxid, og dette materiale indehol-
der yderligere et metalchelat af et polycarboxyalkylamin-
-derivat med den almene formel

y -
[' Fn" rY &
PO I ) —=% g2 u
P
i hvilken

(a) Rl exr hydrogen eller lige eller forgrenede al-
kylalkohol- eller alkylcarboxylsyre-grupper med fra 2-3
carbonatomer, Rz, Rg, r* og Ry, der er ens eller forskel-

lige, er lige eller forgrenede alkylalkohol- eller alkyl-

carboxylsyre~grupper med fra 2-3 carbonatomer, idet mindst
to af substituenterne R, Rz, R3, R* eller RY er alkyl-
carboxylsyre-grupper som defineret ovenfor,

(b) RrP og Rq, der er ens eller forskellige, er li-
ge eller forgrenede alkylengrupper med fra 1-3 carbonato-
mer eller divalente 1,3-cycloaliphatiske grupper med fra
6-9 carbonatomer,

(c) n er et helt tal fra 0 til 1, m er et helt tal
fra O til 2, idet sdfremt m er stgrre end O, gentagne RP-
og gentagne Rq-gruppe kan vare ens eller forskellige, og

(d) M betyder re*3,
Et testmiddel til bestemmelse af narvarelsen af et peroxida-
tivt aktivt stof i en testprgve omfatter en barematrix, hvor~
i der er inkorporeret et materiale som det ovenfor beskrevne.

Et testmiddel til bestemmelse af narvarelsen af et peroxida-
tivt aktivt stof i en testprgve, hvor testmidlet er resistent
over for interfererende virkninger af ascorbat, der kan vare
til stede i prgven, kan fremstilles ved, at man

a) fremstiller en fgrste reagensoplgsning indeholdende
et organisk hydroperoxid og et metalchelat af et polycarboxy-
alkylamin-derivat med den ovenfor angivne formel,

b) inkorporerer den fgrste reagensoplgsning i en bare-
matrix ved fugtning af matrixen med den fgrste oplgsning,

c) terrer den fugtede matrix til efterladelse af en re-
manens af metalchelatet og hydroperoxidet,

d) fremstiller en anden reagensoplgsning indeholdende
en indikator og et oplgsningsmiddel, hvor indikatoren kan til-
vejebringe et detekterbart respons i narvarelse af et peroxid
og det peroxidativt aktive stof,

e} inkorporerer den anden reagensoplgsning i den tgrre-
de barematrix ved fugtning af matrixenmed den anden reagensop-~
1gsning, og

£) tgrrer matrixen til efterladelse af en kombineret
remanens indeholdende metalchelatet, hydroperoxidet og indika-
toren.
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Den foreliggende opfindelse angdr et materiale til
detektering af narvarelsen af et peroxidativt aktivt stof
i en testprgve, hvilket materiale indeholder et organisk
hydroperoxid og en indikator, der er i stand til at tilve-
jebringe et detekterbart respons i narvarelse af det per-
oxidativt aktive stof og peroxid. Opfindelsen angdr desuden
et testmiddel indeholdende det navnte materiale samt en
fremgangsmade til fremstilling af testmidlet.

Der er i ¢jeblikket mange analytiske metoder tilgan-
gelige til detektering af narverelsen af peroxidativt akti-
ve stoffer i biologiske prgver, f.eks. urin, fazkale suspen-
sioner og gastrointestinale bestanddele. Eksempelvis er ha-
moglobin og derivater deraf, dvs. de analyter, der bestemmes
ved konventionelle tests for okkult blod, typiske for per-

oxidativt aktive stoffer, eftersom de opfgrer sig pd en méde,
der minder om enzymet peroxidase. Som sddanne betegnes stof-

ferne ogsd pseudo-peroxidaser. Peroxidativt aktive stoffer
er enzym-lignende pa grund af deres katalyse af redox-reak-
tionen mellem peroxider eller hydroperoxider og s&danne in-
dikatorforbindelser som benzidin, o-tolidin, 3,3',5,5'-te-
tramethylbenzidin, 2,7-diaminofluoren og lignende forbindel-
ser, idet de tilvejebringer et detekterbart respons, f.eks.
en farveandring. De bedste metoder til bestemmelse af narve-
relsen af okkult blod i testprgver beror saledes pa denne
pseudoperoxidaseaktivitet.

Der er blevet udviklet et antal analytiske metoder
til bestemmelse af peroxidativt aktive stoffer, og disse me-
toder beror pé& den enzymlignende katalyse af den peroxidati-
ve oxidation af farvedannende indikatorer. Primzrt omfatter
disse metoder vadkemiske eller oplgsnings-procedurer samt
reagensbarende strimler af den sdkaldte "dyp-og-aflas"-type.
Et typisk eksempel pa de f@grstnavnte er angivet i R.M. Hen-
ry et al.,Clinical Chemistry Principles and Techniques, 2.
udg., 1124-1125 (Hagerstown, Maryland: Harper and Row, 1974).
Denne som eksempel valgte procedure omfatter anvendelsen af
iseddikesyre (puffer), diphenylamin (indikator) og hydrogen-
peroxid. Medens sadanne vadkemiske metoder har vist sig at
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vare analytisk anvendelige, har de dog mange ulemper, og
to eksempler p& sadanne ulemper er ringe reagensstabilitet
og utilstrazkkelig sensitivitet.

Ved en anden metode til bestemmelse af peroxidativt
aktive stoffer, en metode, der i ¢jeblikket foretrzkkes af
de fleste kliniske analytikere, anvendes det sdkaldte "dyp-
-og-aflas"-reagensstrimmelmateriale. Et typisk sadant "dyp-
-og—aflas"—materiale er et materiale, der er kommercielt
tilgengeligt fra Ames Division of Miles Laboratories, Inc.
under varemzrket "Hemastix " Dette materiale omfatter en
porgs papirmatrix, der er impragneret med en pufret blanding
af et organisk hydroperoxid og en indikator, fastgjort til
en plaststrimmel eller et h&ndtag. Ved neddypning af matrix-
en i en vaeske indeholdende hamoglobin, myoglobin, erythro-
cyter eller andre peroxidativt aktive stoffer, dvs. pseudo-
peroxidaser, udvikles der en bld& farve i matrixen, og denne
farves intensitet er proportional med koncentrationen af stof-
fet i prgven. Ved sammenligning af den i matrixen udviklede
farve med et standard-farvekort kan analytikeren pé& semi-
kvantitativ basis bestemme mencden af analyt, der er til
stede 1 prgven.

Fordelene ved sidanne reagensstrimler i forhold til
vadkemiske metoder er primert fglgende: 1) strimmelformatet
er lettere at anvende, idet det hverken kraver fremstilling
af reagenser eller hjelpeapparatur, og 2) der Qpnés stprre
stabilitet af reagenser i strimlen, hvilket resulterer i for-
bedret nsjagtighed, sensitivitet og gkonomi.

Hvadenten en bestemt analyse for et peroxidativt ak-
tivt stof udfgres ved den ene eller den anden af de ovenfor
beskrevne metoder, eksisterer der et problem, der er falles
for begge: interferens fordrsaget ved narvarelsen i prgven
af reducerende midler i almindelighed og ascorbinsyre eller
ascorbation i szrdeleshed (herefter betegnet som ascorbat-
—interferens) . Eksempelvis i tilfelde af urinanalyse har den

nylige popularitet af kost, der omfatter hgje doser af vita-
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min C (ascorbinsyre), resulteret i alvorlige ascorbat-inter-
ferensproblemer ved analyse for visse urinbestanddele,
f.eks. okkult blod. Patienter, der indtager en siddan kost,
udviser typisk forggede niveauer af urin-ascorbat.

S& tidligt som i 1938 har man erkendt de ugnskede
virkninger af reducerende midler sdsom ascorbat, jfr.
R. Kohn og R.M. Watrous, Journal of Biological Chemistry,

124, 163-168 (1938). Det samme problem optrader stadig i

dette omrade af den diagnostiske analyse, hvilket fremglr

af et forslag fra 1979 gaende ud p&, at nar der udfgres en
analyse for okkult blod (en pseudoperoxidase), bgr der og-
sd udfgres en samtidig ascorbat-analyse til mdling af ngjag-
tigheden af bestemmelsen af det okkulte blod, jfr. L. Niel-
sen, P.J. Jgrgensen og A.C. Hansen, Ugeskrift for Lzger,
141, 791-793 (1979).

Mange forsgg pa fjernelse af ascorbat-interferens i
forbindelse med testsystemer, f.eks. systemer indeholdende
glucose-sensitive reagenser, er rapporteret i litteraturen.
Med hensyn til glucose-sensitive bestemmelser har forsgge-
ne strakt sig fra udfiltrering af ascorbat, inden dette néar
frem til reagenserne, til anvendelsen af et enzym til s¢gn-
derdeling deraf in situ.

I det canadiske patentskrift nr. 844.564 er der sa-
ledes beskrevet et materiale til glucosebestemmelse i urin
eller andre medier, og dette materiale omfatter ud over en
porgs del, der er impragneret med normale glucose-responsi-
ve reagenser, en yderligere del til modtagelse af urin-test-
prgven. Den prgvemodtacende del omfatter et ionbyttermateriale,
hvis eneste funktion i midlet er at adsorbere ascorbat, der
métte vere til stede i urinprgven.

Ifglge USA-patentskrift nr. 4.168.205 er det blevet
foresldet at inkorporere enzymet ascorbat-oxidase i test-
reagenspraeparatet. Ethvert ascorbat, der er til stede i prg-
ven, vil blive enzymatisk oxideret af ascorbat-oxidasen til
dannelse af dehydroascorbat, der er en forbindelse, som ikke
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ugnsket pavirker den énskede analyse.

Et andet forsgg pd ophavelse af ascorbat-interferens
fremgdr af den japanske patentpublikation nr. 55757/1983.
Denne publikation beskriver anvendelsen af metalchelater af
forskellige ligander sésom ethylendiamintetraeddikesyre og
diethylentriaminpentaeddikesyre til forbehandling af en pr¢-
ve, som dernast anvendes til bestemmelse af cholesterol,

glucose eller andre bestanddele sasom urinsyre.

I USA-patentskrift nr. 3.411.887 beskrives elimine-
ringen af ascorbat-interferens med reagenssystemer, der er
baseret p& enzymatiske oxiderende stoffer, f.eks. glucose-
oxidase, ved anvendelse af et ascorbat-opfangningssystem.
Dette opfangningssystem omfatter en ioniserbar tungmetalfor-
bindelse, der, ndr den er ioniseret, har et oxidations-re-
duktions-potentiale, der ligger mellem et redox-indikator-
-farvestof og ascorbat. Nogle egnede metaller, der er an-
fgrt som eksempler, omfatter cobalt, jern, kviksglv og nik-
kel.

I USA-patentskrift nr. 4.288.541 beskrives anvendel-
sen af mercuriion-komplekser, f.eks. mercuri-sarcosinat,
til at meddele ascorbat-resistens til et glucose-glucoseoxi-

dase-bestemmelsessystem.
Ud over det i det foregdende angivne manifesterer in-

teressen for ascorbat-problemet i forbindelse med glucose-
-tests sig i fglgende litteratursteder:

1. H. Gifford et al., J. Rmer. Med. AssocC., 178,
149-150 (1961). ‘

2. P. O'Gorman et al., Brit. Med. J., 603-606 (1960) .

3. R. Brandt et al., Clin. Chem. Acta, 51, 103-104
(1974) .

4. R. Brandt et al., Am. J. Clin. Pathol., 68, 592-
-594 (1977).

P& lignende mdde som det forslag, der er angivet i
det ovennavnte USA-patentskrift nr. 3.411.887, er der i an-
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den litteratur tale om kompleksdannelse og oxidation af as-
corbat under anvendelse af cobalt. Det rapporteres eksempel-
vis af G. Bragagnolo, Ann. Chim. Applicata, 31, 350-368,
1941, at oplgsninger af ascorbinsyre oxideres med luft i naer-
verelse af cobaltmetal. En lignende aktivitet er ogsi blevet
rapporteret med hensyn til Co(NH3)6Cl3 af Tomokichi Iwasaki
i Journal of the Chemical Society of Japan, 63, 820-826
(1942).

Sk¢gnt den i det foregdende angivne teknik i udstrakt
grad vedrgrer analytiske systemer til glucosebestemmelser,
er der ikke fremsat nogen forslag med hensyn til lgsningen
af ascorbat-interferensproblemet i forbindelse med bestemmel-
sen af sadanne peroxidativt aktive stoffer som peroxidase og
pseudoperoxidaser, f.eks. okkult blod (hazmoglobin). Uanset
angivelserne i det ovennavnte USA-patentskrift nr. 3.411.887
viser den fgrnavnte teknik, at metalioner, f.eks. Co(III), i
virkeligheden ogséd er pseudoperoxidaser. Eksempelvis anven-
des Co(III)-acetat kommercielt til katalytisk sgnderdeling
af cumen-hydroperoxid, jfr. The Merck Index, 9. udg., 311
(1976) . En rakke Co(III)-komplekser er blevet rapporteret
katalytisk at sgnderdele peroxider, jfr. K. Lohs, Monatsber.
Deut. Akad. Wiss. Berlin, 8, 657-659 (1966), se ogsd Chemical
Abstracts, 67, 120383z, 1967. En fagmand ville derfor klart
ledes til at mene, at anvendelsen af alle s&danne metalkom-
plekser i et typisk analytisk preparat til bestemmelse af
peroxidativt aktive stoffer, dvs. et praparat indeholdende
et organisk hydroperoxid og en indikator, ville fordrsage
skadelig interaktion med hydroperoxidet, enten ved tilveje-
bringelse af "falske positive" resultater, eller pd anden
mdde ved at ggre det ikke-reaktivt over for det peroxidativt
aktive stof, der er af interesse, f.eks. okkult blod, og der-
med uanvendeligt til s&danne bestemmelser. Forsgg pa at an-
vende mercuri-komplekser, f.eks. mercurisarcosinat, ved tests
for okkult blod, er sdaledes sliet fejl.

USA-patentskrift nr. 4.310.626 beskaftiger sig med
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det foregdende problem ved beskrivelse af anvendelsen af
ammonium-Co (III)-komplekser til ophavelse af ascorbat-in-
terferens med materialer til bestemmelse af peroxidativt
aktive stoffer. Det navnte patentskrift beskriver saddanne
materialer, der indeholder et organisk hydroperoxid og en
egnet indikator, f.eks. 3,3',5,5"-tetramethylbenzidin, sam-
men med ammonium-Co (III)~komplekser sédsom bl.a. Co(NH3)6C13.
Disse komplekser giver imidlertid ikke tilstrakkelig ascor-
bat-resistens til, at en test for okkult blod kan blive
kommercielt fordelagtig.

Andre forsgpg p& fjernelse af ascorbat-interferens
ved analytiske bestemmelser af peroxidativt aktive stoffer
omfatter eksempelvis det, der er angivet i det tyske patent-
skrift nr. 2.907.628. Dette tyske patentskrift omfatter
urinanalyse i oplgsning, idet en urinprgve forbehandles med
en eller flere oxidanter til fjernelse af ascorbat, hvorpa
der tilvejebringes kontakt med de anvendte analytiske rea-
genser. De beskrevne oxidanter er natriumiodat, natriumper-
iodat, calciumhydrochlorit, kaliumtriiodid, natriumhydrochlo-
rit, chloramin og bromsuccinimid.

Sammenfattende kan det anfgres, at forskellige forsgg
pd at ophave eller formindske interferensproblemet, der frem-
bydes af ascorbinsyre ved bestemmelse af peroxidativt akti-
ve stoffer, har omfattet sddan teknik som anvendelsen af for-
skellige Co(III)-ammonium-komplekser, forbehandling af preg-
ven med oxidationsmidler og direkte tilsaztning til reagens-
sammensatningen af alkalimetaliodater.

Pseudoperoxidaser s&som h@moglobin studeres ofte som
alternative peroxidasesystemer med henblik pd at opnéd viden
om virkningsmekanismen for naturlige peroxidaser, sésom de,
der f&s fra kilder som peberrod eller kartoffel. Ascorbinsy-
re har lange veret kendt som et klassisk substrat for peroxi-
dase, og ascorbinsyre-oxidation i narvarelse af metalchelater,
der virker som pseudoperoxidaser, er et kendt faznomen. I 1967
og 1968 har M. Khan og A. Martell rapporteret vedrgrende kine-
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tiske studier af ascorbinsyre-oxidation i narverelse af en
rzkke ferri- og cupri-chelater over et pH-omrdde fra 1,8

til 3,45, jfr. M. Khan og A. Martell, J. Am. Chem. Soc.,

83, 4176 (1967), J. Am. Chem. Soc., 89, 7104 (1967) og J.
Am. Chem. Soc., 90, 3386 (1968). En rzkke forskellige kine-
tiske og thermodynamiske parametre blev undersggt ved dis-
se studier. Resultatet var en rakkefglge for effektivitet

af forskellige chelater i overensstemmelse med deres evner
til oxidation af ascorbinsyre. Ud af fire aminopolycarboxyl-
syrer, der er blevet studeret af de navnte forfattere, har
N- (2-hydroxyethyl-ethylendiamintrieddikesyre (HEDTA)-chela-
tet af Fe3+ vist sig at vare det hurtigste oxidationsmid-
del. Sdvel Martell's arbejde som et tidligere studium af
Grinstead betragter denne ascorbinsyre-oxidations-aktivi-
tet som udggrende et "model"-peroxidasesystem, jfr. R.R.
Grinstead, J. Am. Chem. Soc., 82, 3464 (1960). S&danne stu-
dier som det fgrnavnte studium af Grinstead udggr et forsegg
pd at studere peroxidase-mekanismen ved hjzlp af et bestemt
ferri-chelat, hvis struktur kan minde om strukturen for den
jernholdige hzm, der findes ved det aktive sted i enzymet
peroxidase. Forfatterne anvender faktisk betegnelsen "model-
-peroxidasesystem" gentagne gange i deres varker. P& grund
af den "model"-peroxidaseaktivitet, der udvises af dette
chelat og andre, der minder herom med hensyn til reaktivi-
tet, ville man imidlertid bestemt ikke forvente, at s&danne
stoffer kunne inkorporeres i organiske hydroperoxid-indika-
tor-systemer, sdsom de, der nu typisk anvendes i analytiske
reagensmaterialer og -midler til bestemmelse af peroxidase
eller andre peroxidativt aktive stoffer. Endvidere har under-
spgelser, der er udfgrt af Miles Inc. i forbindelse med
peroxidase-aktivitet, afslgret, at med indikatorer s&som
3,3'",5,5"-tetramethylbenzidin (TMB) eller o-tolidin (indika-~
torer, der typisk anvendes i analytiske systemer til bestem-
melse af nerverelsen af perokidativt aktive stoffer), kunne
séddan aktivitet forventes at forekomme omkring 200 gange hur-
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tigere end med ascorbinsyre, jfr. White-Stevens, R.H., Clin.
Chem., 28, 578 (1982). Det kan sdledes antages, at sédfremt
s&danne peroxidativt aktive metalchelater, "model"=peroxi-
daser, virker til i den grad let at oxidere ascorbinsyre,

en antagelse gjort af Khan, Martell og Grinstead, vil per-
oxidase-reaktionen med s&danne indikatorer som TMB forlgbe

i det mindste med samme hastighed som ved ascorbinsyre, og
ikke omkring 200 gange hurtigere, som foreslédet i forbindel-
se med disse senere studier, der blev udfgrt med peberrods-
-peroxidase. Det er klart, at sifremt en yderst reaktiv ana-
lyt inkorporeres i selve det reagenspraparat, der skal an-
dre farve i nerverelse af denne analyt, m& det forventes, at
der vil opnds "falske positive" resultater.

Til trods for de i det foregdende beskrevne kendte
forslag har det nu vist sig, at visse peroxidativt aktive
metalchelater, isar visse metalchelater af polycarboxyalkyl=-
aminer, ndr disse anvendes p& den her beskrevne made, ikke
blot undlader at frembringe forventede "falske positive" re-
sultater i et praparat indeholdende et system af reagenser
til bestemmelse af peroxidativt aktive stoffer, men faktisk
er uventet fordelagtige i s&danne systemer med hensyn til
palidelighed, stabilitet og sensitivitet af systemet over
for en analyt, der skal bestemmes. Det har endvidere vist
sig, aﬁ'anVendelsen af de her omhandlede metalchelater er
serlig fordelagtig til overvindelse af de ungjagtigheder,
der kan forarsages ved interferens fra ascorbation, der er
til stede i en testprgve.

Den foreliggende opfindelse er siledes baseret pa den-
ne erkendelse, og som angivet ovenfor angdr opfindelsen et
materiale til analytisk bestemmelse af peroxidativt aktive
stoffer, der er resistente mod ascorbatinterferens, isar
bestemmelser, hvor der anvendes et materiale, der omfatter
et organisk hydroperoxid og en redox-indikator, f.eks. o-to-
lidin eller 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin, samt et peroxi-
dativt aktivt metalchelat. Ved s&danne bestemmelser kataly-
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serer eller p& anden mdde deltager den peroxidativt aktive
analyt i en reaktion mellem indikatoren og det organiske
hydroperoxid, fordi analytten imiterer enzymet peroxidase.
Reaktionen giver en farve eller et andet detekterbart re-
spons, hvis intensitet indikerer koncentrationen af analyt-
ten. N&r ascorbation er til stede, fordrsager dette et al-
vorligt interferensproblem. Narvarelsen af et peroxidativt
aktivt metalchelat i materialet mdtte altsd forventes at
interferere med den analytiske bestemmelse af en peroxida-
tivt aktiv analyt. Ikke desto mindre har det vist sig, at
hidtil ukendte materialer, testmidler og testorganer, der
er resistente mod de interfererende virkninger af ascorbin-
syre i en prgve, kan fremstilles med held til detektering
af nzrvarelsen af et peroxidativt aktivt stof i prg¢ven, og
disse materialer, testmidler og testorganer omfatter metal-
chelater af polycarboxyalkylamin-derivater, der ogsa kendes
som "model-peroxidaser".

Materialet ifglge opfindelsen, der er af den allere-
de angivne art, er sdledes ejendommeligt ved, at det yder-
ligere omfatter et metalchelat af et polycarboxyalkylamin-

-derivat med den almene formel

! -

. —

N l R® ‘ l- rY ] g

AR N—RP N—s" s Ln

1

i hvilken

(a) Rl betyder hydrogen eller ligekadede eller forgre-
nede alkylalkohol=- eller alkylcarboxylsyre-grupper med fra
2-3 carbonatomer, R2, R3, R® og Ry, der er ens eller forskel-
lige, er ligekadede eller forgrenede alkylalkohol- eller al-
kylcarboxylsyre-grupper med fra 2-3 carbonatomer, idet mindst
to af substituenterne RY, R%, R>, R eller RY er alkylcarb-

oxylsyre-grupper som defineret ovenfor,
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(b) RP og R9, der er ens eller forskellige, er lige-
kzdede eller forgrenede alkylengrupper med fra 1-3 carbon-
atomer eller divalente 1,2-cycloaliphatiske grupper med fra
6-9 carbonatomer,

(¢) n er et helt tal med en verdi fra 0 til 1, m er
et helt tal med en verdi fra 0 til 2, idet sdfremt m er 2,
2 R9-grupper kan vare ens eller forskellige, og

(d) M betyder Fet3.

Foretrukne forbindelser er de, hvor m er 0, n er 1,
og RP er en ethylengruppe. Szrligt foretrukne er metalche-
laterne af polycarboxyalkylamin-derivater, i hvilke alkyl-
carboxylsyre~-grupperne er -CHpCOOH.

Ft foretrukket metalchelat er et ferrichelat af N-(2-
-hydroxyethyl)—ethylendiamintrieddikesyre (Fe-HEDTA) .

I en foretrukken udferelsesform for opfindelsen in-
korporeres materialet i en barematrix, f.eks. et sugende
papir, til dannelse af et testmiddel, der kan fastgeres til
en indifferent understetning til dannelse af et testorgan,
og opfindelsen angar si8ledes ogsd et testmiddel til bestem-
melse af et peroxidativt aktivt stof i en testpreve, og
dette middel er ejendommeligt ved, at det omfatter en barer-
matrix, hvori der er inkorporeret et materiale ifelge opfin-
delsen som ovenfor defineret. Desuden tilvejebringes der
med den foreliggende opfindelse en fremgangsmade til frem-
stilling.af testmidlet. '

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen til fremstilling
af et testmiddel til bestemmelse af narvarelsen af et per-
oxidativt aktivt stof i en testpreove, hvor testmidlet er
resistent mod interfererende virkninger af ascorbat, der
kan vere til stede i preven, er ejendommelig ved, at denne
fremgangsmdde omfatter felgende trin:

a) fremstilling af en ferste reagensoplesning inde-
holdende et organisk hydroperoxid og et metalchelat af et
polycarboxyalkylamin-derivat med den almene formel
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i hvilken

(1) Rl betyder hydrogen eller ligekzdede eller forgre-
nede alkylalkohol- eller alkylcarboxylsyre-grupper med fra
2-3 carbonatomer, R2, R3, R¥ og RY, der er ens eller for-
skellige, er ligekzdede eller forgrenede alkylalkohol- eller
alkylcarboxylsyre-grupper med fra 2-3 carbonatomer, idet
mindst to af substituenterne R, R2, R3, RX eller RY er
alkylcarboxylsyre-grupper som defineret ovenfor,

(ii) RP og RY, der er ens eller forskellige, er lige-
kedede eller forgrenede alkylengrupper med fra 1-3 carbon-
atomer eller divalente 1,2-cycloaliphatiske grupper med fra
6-9 carbonatomer,

(iii) n er et helt tal med en vardi fra 0 til 1, m
er et helt tal med en vardi fra 0 til 2, idet sdfremt m er
2, 2 RY9-grupper kan vare ens elller forskellige, og

(iv) M betyder Fe'3,

b) inkorporering af den feorste reagensoplgsning i en
berermatrix ved fugtning af matrixen med den forste oples-
ning,

c) terring af den fugtede matrix til efterladelse af
en remanens af metalchelatet og hydroperoxidet,

d) fremstilling af en anden reagensoplesning indehol-
dende en indikator og et oplegsningsmiddel, idet indikatoren
er 1 stand til at tilvejebringe et detekterbart respons i
narverelse af et peroxid og det peroxidativt aktive stof,

e) inkorporering af den anden reagensoplesning i den
torrede bzrermatrix ved fugtning af matrixen med den anden
reagensoplesning, og

f) torring af matrixen til efterladelse af en kom-
bineret remanens indeholdende metalchelatet, hydroperoxidet

og indikatoren.
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Anvendelse af et metalchelat ifglge opfindelsen med-
ferer, at materialerne og testmidlet ikke blot far en for-
trinlig resistens mod ascorbat-interferens, men ogsd en
uventet fordelagtig stabilitet, hvilket genspejles i ekspe-
rimentelle resultater med hensyn til god opbevaringsstabi-
litet og stabilitet ved forhgjede temperaturer samt undgdelse
af "falske positive" resultater.

Indledende vadkemiske forsgg udfgrt under udviklin-
gen af den foreliggende opfindelse, og ved hvilke der an-
vendes kun ferrichelatet af N-2-(hydroxyethyl)-ethylendiamin-
trieddikesyre (her betegnet Fe-HEDTA, idet denne betegnelse
anvendes af bekvemmelighedsgrunde og ikke skal antyde noget
om eksistensen af en covalent binding mellem metalionen og
polycarboxyalkylamin-derivatet), ascorbinsyre og puffer, be-
krazftede hurtigheden af ascorbinsyre-oxidationen i narvarel-
se af dette chelat, et resultat, der kunne forventes ud fra

de tidligere navnte rapporter fra Khan og Martell. I betragt-
ning af, hvor meget hurtigere TMB har vist sig at blive

oxideret i peroxidaseholdige materialer, sammenlignet med
ascorbinsyre-oxidation med sadanne materialer, forventedes
det siledes, at et materiale, der indeholder et organisk
hydroperoxid, en oxiderbar indikator sdsom TMB samt yder-
ligere et s&dant metalchelat, ville vere yderst ustabilt
og hurtigt give "falske positive" resultater.

Ved yderligere forsgg har det imidlertid vist sigq,
at der kan fremstilles et materiale, der omfatter sadanne
metalchelater, og som er egnet.til detektering af peroxi-
dativt aktivt stof, og endvidere kan tilpasses en tpr, fast
tilstand, idet materialet udviser god reagensstabilitet un-
der fremstillingen og ved opbevaring samt undgdelse af
"falske positive" resultater, ved kontakt med kendt hemo-
globin-negativ urin. Dette resultat som opndet med den fo-
religgende opfindelse stdr i modsatning til ethvert forslag
i den kendte teknik, der som tidligere diskuteret foreslar,
at metalchelater s&som Fe-HEDTA kan anvendes som "model-
-peroxidaser", og sadledes ville vare uegnede til anvendel-
se i et materiale til bestemmelse af koncentrationen af en

peroxidativt aktiv analyt.
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Testmidler til detektering af okkult blod (OB), dvs.
hemoglobin, i biologiske vasker sdsom urin, der er fremstil-
let ud fra det hidtil ukendte materiale ifglge opfindelsen,
har vist sig at vare resistente mod unormalt forhejede as-
corbinsyreniveauer i urin. Som tidligere diskuteret er in-
hibering pd grund af ascorbinsyre et alvorligt problem,
navnlig i betragtning af den kendsgerning, at omkring 25%
af urinprgver kan forventes at udvise ascorbinsyre-niveauer,
der er hgjere end 10 mg pr. dl (mg/dl). Konventionelle OB-
-midler eller -organer, der ikke omfatter et ascorbat-inter-
ferens-retarderende middel af en eller anden art, viser sig
szdvanligvis at blive inhiberet, dvs. gjort mindre felsomme
over for narvarelsen af hazmoglobin, ved ascorbinsyrekon-
centrationer sd lave som 5 mg/dl. Midler, der fremstilles
ifglge den foreliggende opfindelse, er imidlertid i hej
grad fordelagtige med hensyn til ascorbat-interferens-resi-
stens, i forhold til sddanne konventionelle midler og or-
ganer, idet midlerne ifplge opfindelsen muligger detektering
af peroxidativt aktive stoffer i vasker, der indeholder
forholdsvis hgje niveauer af ascorbinsyre, f.eks. af ster-
relsesordenen 50 mg/dl.

Med den foreliggende opfindelse tilvejebringes der
séledes et materiale og et testmiddel til bestemmelse af
peroxidativt aktive stoffer i biologiske vasker s&som urin.
Ud over hamoglobin kan der ogsd detekteres andre peroxidativt
aktive stoffer ved hjezlp at de her omhandlede materialer og
midler, herunder f.eks. peroxidase, myoglobin, erythrocyter
og andre pseudoperoxidaser. Opfindelsen involverer anvendel-
sen af et metalchelat, der er et derivat af en polycarboxy-
alkylamin, og som ogsd kendes som en "model-peroxidase",
med det formadl at reducere eller eliminere de gdelazggende
og uegnskede virkninger af ascorbinsyre pd analytiske bestem-
melser udfert pd biologiske vasker. I denne henseende virker
metalchelatet sdledes, at det letter oxidationen af ascor-

bationer, der kan vare til stede i s&danne vasker.
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Materialet og testmidlet ifelge opfindelsen har vist
sig at vare vasentligt mindre udsat for ascorbat-interferens,
og at give et respons, der er visuelt eller instrumentalt
detekterbart, f.eks. et farverespons, pd narvarelsen af
spor-hazmoglobinniveauer af storrelsesordenen 0,03 mg/dl
eller endog mindre.

Det organiske hydroperoxid, der skal anvendes i ma-
terialet ifglge opfindelsen, kan udvalges blandt mange vel-
kendte organiske hydroperoxider. Et udvalgt hydroperoxid
skal imidlertid vere i stand til at reagere med et peroxida-
tivt aktivt stof i nervaerelse af en indikator til frembrin-
gelse af et detekterbart respons, f.eks. en farveandring el-

ler en andring i den mengde lys, der absorberes eller re-
flekteres af testmaterialet. Blandt hydroperoxider, der

er szrligt egnede, kan navnes cumen-hydroperoxid, tert.bu-
tyl-hydroperoxid, diisopropylbenzen-hydroperoxid, 2,5-di-
methylhexan-2,5-dihydroperoxid, paramenthan-hydroperoxid
samt andre velkendte hydroperoxider, der er egnede til oxi-
dation af den anvendte indikator, eller blandinger af dis-
se forbindelser. Blandt de ovennavnte hydroperoxider er cu-
men-hydroperoxid det mest foretrukne.

Mange indikatorer er egnede til anvendelse i det her
omhandlede materiale, blot de er i stand til ved interak-
tion at frembringe et detekterbart respons i narverelse af
et organisk hydroperoxid og et peroxidativt aktivt stof.
Disse indikatorer omfatter eksempelvis forbindelserne af den
sakaldte "benzidin-type", benzidin, o-tolidin, 3,3',5,5'"-te~
tra-(lavere alkyl)-benzidin, 2,7-diaminofluoren og blandin-
ger af disse forbindelser og forskellige andre. Betegnelsen
"Javere alkyl" henviser til en alkylgruppe med fra 1 til
6 carbonatomer, herunder methyl, ethyl, n-propyl og isopro-
pyl, og de forskellige butyl=-, pentyl- og hexyl-isomere. In-
dikatoren 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) er serlig fo-
retrukken.

Egnetheden af et bestemt metalchelat, der udvalges
til anvendelse, bestemmes ikke blot af dets evne til at
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lette oxidationen af ascorbinsyre, men ogs& af dets forene-
lighed med de andre bestanddele af materialet. S&danne eg-
nede chelater har sdledes vist sig at omfatte metalchela-
ter af polycarboxyalkylamin-derivater, der kan reprasente-

res ved den almene formel:

- —
s

Eksempler pd metalchelater, der har vist sig egnede
til anvendelse i forbindelse med den foreliggende opfindel-
se, omfatter sdledes ferri-chelaterne af N-(2-hydroxyethyl)-
~ethylendiamintrieddikesyre (Fe-HEDTA), ethylendiamintetra-
eddikesyre (Fe-EDTA), cyclohexylendiamintetraeddikesyre (Fe-
-CDTA), nitrilotrieddikesyre (Fe-NTA), iminodieddikesyre
(Fe-IMDA), ethylendiamindieddikesyre-dipropionsyre (Fe-EDDP),
bdde a- og P-former, samt hydroxyethyliminodieddikesyre (Fe-
-HIMDA) og blandinger deraf. Ferrichelat-formerne foretrak-
kes almindeligvis, og mest foretrukne er forbindelserne Fe-
-HEDTA og Fe-EDTA, idet Fe-HEDTA navnlig foretrazkkes. Ud
over de her specifikt angivne chelater kan der imidlertid
ifplge opfindelsen anvendes mange andre egnede chelater,
hvilket vil vare &benbart for en fagmand med kendskab til

det foregéende.

Det har saledes vist sig eksperimentelt, at Fe-HEDTA
og Fe-EDTA, isar Fe-HEDTA, giver fortrinlige resultater i
det her omhandlede materiale og testmiddel, idet der pa sar-
deles tilfredsstillende mdde tilvejebringes ascorbinsyre-
-interferens-resistens ved tests for okkult blod (hvilket
muligggr detektering af hamoglobin), idet der tilvejebrin-
ges god reagensstabilitet inden anvendelsen og undgielse
af "falske positive" resultater. Endvidere vil andre her

angivne metalchelat-forbindelser samt adskillige andre
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virke tilfredsstillende. Vasentlige variationer i den ha-

. stighed, med hvilket et peroxidativt aktivt stof kan detek-

teres, ndr der anvendes sddanne andre forbindelser, kan imid-
lertid forventes p& grund af varierende hastigheder for as-
corbat-oxidation. Det vil s&ledes forstds, at egnede metal-
chelater til anvendelse i forbindelse med den foreliggende
opfindelsen kan udvalges fra vilkdrlige sadanne, der er po-
lycarboxyalkylémin—derivater inden for den klasse af for-
bindelser, der tidligere er beskrevet, og at alle sé&danne
forbindelser kan forventes p& tilfredsstillende madde at mu-
ligggre oxidation af ascorbat, hvilket betyder, at disse for-
bindelser falder inden for opfindelsens rammer. Mange forbin-
delser vil dog i denne henseende virke langsomt og er sale-
des mindre praktisk egnede til kommerciel anvendelse og fo-
retrakkes ikke.

Egnede metalchelater til anvendelse i forbindelse med
opfindelsen kan fremstilles ved konventionelle laboratorie-
metoder under anvendelse af polycarboxyalkylamin-derivater,
der er kommercielt tilgangelige fra eksempelvis Aldrich
Chemical Co., Sigma Chemical Company eller andre leverandg=-
rer. Eksempelvis kan metalchelatet Fe-HEDTA fremstilles ved
blanding af #kvimolare mengder af kommercielt tilgangelig
HEDTA og FeCl3-6H20 i vandig oplgsning til tilvejebringelse
af en 1:1 (mol:mol) Fe-HEDTA-oplgsning af jern:chelat. Andre -
opl¢sningskoncentrationsforhold mellem metal og chelat kan
let fremstilles ved variation af de respektive koncentratio-
ner af de sammenblandede oplgsninger. Det har vist sig, at
de bedste resultater med hensyn til overvindelse af ascorbat-
-interferens opn&s, nar koncentrationen af metalion i forhold
til polycarboxyalkylamin-derivat i chelatet er ca. 1l:1 (mol:
mol) .

Et foretrukket koncentrationsomrade for et givet me-
talchelat vil variere betydeligt ved forskellige udfgrelses-
former for opfindelsen. Eksempelvis i tilfelde af Fe-HEDTA
ligger et foretrukket koncentrationsomrdde i ¢jeblikket fra
ca. 0,5 millimolar (mM) til ca. 50 mM, n&r det anvendes i et
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materiale indeholdende et organisk hydroperoxid og en tetra-
~(lavere alkyl)-benzidin-indikator. Dette omride er blevet
bestemt som det optimale til opndelse af resistens op til ca.
et ascorbat-koncentrationsniveau pd 50 mg/dl i urinpregver.
Det har ved forsgg endvidere vist sig, at lavere koncentra-
tioner af nogle egnede ferrichelater muligggr forholdsvis
hurtig hemoglobindetektering, medens hgjere koncentrationer
af de samme chelater eller af andre chelater var mindre ef-
fektive. Disse tilsyneladende unormale resultater er narmere

angivet i det fglgende og viser den manglende generelle sam-
menha&ng mellem chelatkoncentration og funktionalitet eller

egnethed i det her omhandlede materiale.

Det har eksperimentelt vist sig, at hovedparten af
egnede metalchelater, der virker tilfredsstillende i det
her omhandlede materiale, strukturelt har en alkylamin- el-
ler en amin-centralgruppe, samt carboxylsyre-radikalet
—CHZCOOH. Andre chelater, der ikke har s8danne karakteri-
stika, men som falder inden for det generelle omfang for
forbindelserne, der tidligere er angivet, kan imidlertid
generelt vare effektive til overvindelse af ascorbat-inter-
ferens og tilvejebringelse af tilfredsstillende sensitivitet
og stabilitet, og disse er derfor tilfredsstillende til an-

vendelse.
Det vil forstéas, at ved anvendelsen vil ydeevnen af

en bestemt udfgrelsesform for et materiale eller et test-
middel, der er baseret pd den generelle opfindelsestanke,
afhenge af mange forskellige faktorer. Eftersom en typisk
urinprgve fra et menneske, der er vennet til indtagelse af
store mengder ascorbinsyre (vitamin C), ofte indeholder
fra 25-100 mg/dl ascorbat eller mere, er et reference-as-
corbatniveau til researchformal blevet valgt til ca. 50
mg/dl. Foretrukne udfgrelsesformer for det ascorbat-resi-
stente materiale og testmidlet if¢glge opfindelsen har vist
sig at muligggre detektering af peroxidativt aktive stoffer
i sadanne prgver, ikke blot ved referenceniveauet pa ca.

50 mg/dl, men ogsd ved forskellige andre ascorbat-niveau-
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er. I de fleste tilfzlde kan der forekomme en forlanget
tid for respons med ascorbat-niveauer, der er meget ste¢rre
end chelat-koncentrationsniveauet. Som det fremgar af det
fgplgende, har "forsinkelsestider", dvs. den tid, der for-
1g¢ber, indtil der fremkommer et iagttageligt respons, eks-
perimentelt vist sig at ligge i omridet fra mindre end

1/3 minut til ca. 1/2 time, for foretrukne udfgrelsesformer
for opfindelsen med forskellige'chelat-koncentrationsni-
veauer, der er afprgvet for deres evne til detektering af
hamoglobin i urin i nzrverelse af et niveau pa 50 mg/dl af
ascorbat.

I en foretrukken udfgrelsesform anvendes materialet
ifglge opfindelsen £il fremstilling af et testmiddel til
pestemmelse af et peroxidativt aktivt stof. I en sédan fo-
retrukken udfgrelsesform kan materialet inkorporeres i en
egnet barermatrix £il dannelse af et testorgan. Barerma-
trixen kan have mange former, f.eks. de, der er beskrevet
i USA-patentskrift nr. 3.846.247 (filt, porgse keramiske
strimler og vavede eller matterede glasfibre). Ogsa egne-

de er de matrixer, der er beskrevet i USA-patentskrift
nr. 3.552.928 (trastrimler, stof, svampemateriale og lerag-

tige stoffer). Anvendelsen af syntetiske harpiksflor og
glasfiberfilt som bzrematrixer er foreslaet i det britiske
patentskrift nr. 1.369.139. Ifplge et andet britisk patent,
nr. 1.349.623, foreslds anvendelsen af lyspermeable netverk
af tynde filamenter som et overtrzk for en underliggende pa-
pirmatrix. Polyamidfibre er beskrevet i det franske patent-
skrift nr. 2.170.397. Til trods for disse angivelser er de
materialer, der konventionelt anvendes som barematrixer K 09
som er sa@rligt foretrukne og egnede til anvendelse i for-
bindelse med den foreliggende opfindelse, sugende materia-
jer sasom filterpapir og lignende. Det m& imidlertid bemer-
kes, at barematrixen kan have forskellige fysiske former
som ovenfor angivet, samt andre former, og at alle sadanne

former er egnede og kan anvendes i forbindelse med narvaren-

de opfindelse.
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Ved fremstillingen af testmaterialet ifglge opfin-
delsen kan materialets bestanddele inkorporeres i barema-
trixen pa en rzkke forskellige m&der. Eksempelvis kan be-
standdelene oplgses eller suspenderes i vand eller et an-
det egnet oplgsningsmiddel, fortrinsvis et organisk oplgs-
ningsmiddel sé&som ethanol, acetone eller dimethylformamid
(DMF), samt blandinger af disse oplgsningsmidler og andre.
Oplgsningen eller suspensionen kan derpd anvendes til im-
pragnering af sugende filtrerpapir, f.eks. i form af en sver-
te, i hvilken reagenserne trykkes p& en egnet matrix. Alter-
nativt kan bazrematrixen neddyppes i eller overtrazkkes med
materialet, f.eks. med en rakel.

Den i ¢jeblikket foretrukne metode til inkorporering
af bestanddelene af materialet i barematrixen bestdr i im-
pragnering af sugende filtrerpapir med to eller flere oplgs-
ninger eller suspensioner af bestanddelene. Impragneringen
opnés saledes ved neddypning af et stykke filtrerpapir to
eller flere gange i sddanne oplgsninger eller suspensioner,
hvorpd det neddyppede papir tg@rres i en ovn efter hver ned-
dypning. De sdledes tildannede testmidler lamineres dernast
til den ene side af et stykke dobbeltsidet adhazsivt tape,
laminatet skares i strimler, og hver strimmel forbindes til
et aflangt ark af bagkladningsmateriale af plast, f.eks. po-
lystyren, som dernast opskares parallelt med dets korte di-
mension til dennelse af aflange organer med det impragnerede
papir ved den ene ende, idet den anden ende tjener som et
héndgreb. Det s8ledes fremstillede testorgan bestir siledes
af et stykke af det dobbelt tgrrede og impragnerede testma-
teriale, der ved den ene ende er fastgjort til en plan side
af en aflang plastunderstgtning, som dernast udggr et be-
kvemt handgreb.

En foretrukken metode til fremstilling af testmidlet
ifglge opfindelsen bestadr eksempelvis i, at Fe-HEDTA ind-
fgres i filtrerpapiret sammen med det organiske hydroperoxid,
men inden tilsaztningen af indikatoren, ved en vandig fgrste
neddypning. Filtrerpapiret kan sadledes fgrst impregneres med
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en vandig oplgsning af Fe-HEDTA og hydroperoxidet, sammen
med et eller flere egnede oplgsningsmidler og/eller puffere,
f.eks. triethanolamin-borat og tris- (hydroxymethyl) -aminome-
than-malonat (her betegnet TRIS-malonat), t¢rres, genimprag-
neres i en anden neddypningsoplgsning af indikatoren i et
egnet oplgsningsmiddel, f.eks. ethanol, og tgrres en yderli-
gere gang. En s&dan proces med.to neddypninger, hvor metal-
chelatet fgrst impragneres i papiret inden de andre aktive
reagenser, har vist sig sig at give et testmiddel, der ud-
viser fortrinlig ascorbat-resistens og opbevaringsstabili-
tet.

En specielt foretrukken metode til fremstilling af
testmidlset ifglge opfindelsen bestir i at indfgre metal-
chelatet og reagenserne, bortset fra indikatoren, i filtrer-
papiret ved neddypning deraf i en fgrste oplgsning af rea-
genserne som tidligere beskrevet, hvorefter man tgrrer pa-
piret og derpéd tilsatter indikatoren ved neddypning af det
tgrrede papir i en oplgsning af indikatoren og et fortyk-
kelsesmiddel, f.eks. polyvinylpyrrolidon, i et egnet oplgs-
ningsmiddel, efterfulgt af en yderligere tgrring.

Ud over de i det foregdende beskrevne testmateriale-
reagenser og andre bestanddele kan der inkluderes yderlige-
re bestanddele, f.eks. forskellige fortykkelsesmidler, fug-

temidler, pufferstoffer, emulgeringsmidler og velkendte til-
setningsstoffer, i det her omhandlede materiale og det her

omhandlede testmiddel. Eksempelvis kan der som fortykkel-
sesmidlef anvendes forskellige materialer ud over eller i
stedet for polyvinylpyrrolidon, f.eks. gelatine, algin,car-
rageenin, casein, albumin, methylcellulose og lignende. Som
fugtemiddel er det foretrukket at anvende natriumdodecylsul-
fat, men der kan ogsa anvendes ethvert langkadet organisk
sulfat eller sulfonat, f.eks. dioctylnatriumsulfosuccinat el-
jer natriumdodecylbenzensulfonat. I puffersystemerne kan der
udover triethanolaminborat og TRIS-malonat anvendes tartrat,



10

16

20

25

30

35

DK 1591718B

21

phosphat, phthalat, citrat, acetat, succinat eller andre
puffere. Fortrinsvis pufres materialerne til en pH-vardi

pa fra ca. 6,0 til ca. 7,0. Som emulgeringsmidler kan der
eksempelvis anvendes polyvinylalkohol, gummi arabicum eller
carboxyvinylpolymere. De organiske opldgsningsmidler, der
kan anvendes til suspendering af indikatoren, omfatter de
fleste ikke-reaktive, organiske, flygtice oplgsninosmidler
sdsom ethanol, acetone, DMF, chloroform, ethylendichlorid,
benzen og ethylacetat. Naturligvis er valget af andre egne-
de oplgsningsmidler uden videre muligt for en fagmand pa
det foreliggende omréde.

Ved anvendelsen kan testmidlet neddyppes i en vaske-
suspension af det materiale, der skal testes, og dernast
gpjeblikkeligt fjernes igen. Alternativt kan pr¢ven, pa fly-
dende, fast eller halvfast form, pdfgres pd testmidlet. I
nezrverelse af et peroxidativt aktivt stof i preven frembringer
testmaterialet en farvesndring eller et andet detekterbart
respons. Séfremt det navnte respons er en farve, kan denne
sammenlignes med i forvejen kalibrerede farvestandarder til
bedgmmelse af den kvantitative m@ngde af peroxidativt aktivt
stof, der er indeholdt i prgven. Intakte peroxidativt aktive
stoffer, f.eks. intakte rgde blodlegemer, kan vise sig som
prikker eller pletter af farve pd den i ¢gvrigt ufarvede ma-
trix. Hamolyserede peroxidativt aktive stoffer kan p& ens-
artet mdde farve matrixen. Udover visuel sammenligning kan
der ogsa anvendes forskellige instrumentmetoder til bestem-
melse af kvaliteten af farven eller et andet frembragt re-
spons, hvorved man forgger ngjagtigheden af testen ved und-
géelse af den subjektive bestemmelse ved hjzlp af det men-
neskelige ¢je.

De fglgende eksempler tjener til nermere illustration

af opfindelsen og dennes fordele.
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Eksemgler

A. Testmaterialet

Eksempel 1 -- Fe-HEDTA
Der gennemfgres et forsgg, hvor materialet ifglge op-

findelsen, der kan anvendes til bestemmelse af nervaerelsen

af peroxidase eller et andet peroxidativt aktivt stof i en
testprgve, is@r hamoglobin, fremstilles. Materialet omfat-
ter, som et ascorbat-interferens-retarderende middel, et
1:1 (mol til mol angivet som M:M)-ferrichelat af N-(2-hy-
droxyethyl) -ethylendiamintrieddikesyre (FE-HEDTA) . Fe-
HEDTA-chelatet fremstilles ved oplgsning af 0,278 g HEDTA
i 100 ml destilleret vand til dannelse af en 10 mM HEDTA-
-oplgsning, hvorpa der oplgses 0,270 g FeC13.6H20 i den

10 mM HEDTA-oplgsning. Ascorbinsyre i en koncentration pa
5 mM s@ttes til materialet i en mengde, der er tilstrekke-
lig til at frembringe et koncentrationsniveau pa 50 PM i
det endelige rumfang af oplgsningen. Bestanddelen af mate-
rialet og ascorbinsyren kombineres i den razkkefplge og i
de mezngder, der er angivet i den fplgende tabel. Oplgsnin-
gen af det endelige materiale indeholder en 100 FM koncen-
tration af Fe-HEDTA, hvilket er et koncentrationsniveau,
der ligesom niveauet for de andre tilstedevarende bestand-
dele er vasentligt mindre end det, der skulle anvendes i
et tilsvarende materiale ifglge opfindelsen til inkorpore-

ring i et testmiddel i fast tilstand.

0,2 molar (M) natriumcitrat-puffer 9,5 ml
10 mM Fe-HEDTA 0,1 ml
10 g/dlx natriumdodecylsulfat 0,1 ml
1 M cumen-hydroperoxid : 0,1 ml
10 mM 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin 0,1 ml
5 mM ascorbinsyre 0,1 ml

xgram pr. deciliter
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Det siledes fremstillede materiale ifglge opfindel-
sen iagttages at danne en bld farve, ndr en vandig blodali-
quot tilsattes til dannelse af en slutkoncentration pa
0,139 mg hamoglobin pr. dl i oplgsningen, hvilket viser ma-
terialets evne til detektering af tilstedevarende hamoglo-
bin til trods for prgvens niveau af ascorbat pa 50 PM'

Eksempel 2 -- Fe-EDTA

Forsgget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af ethylendlamlnte—
traeddikesyre (Fe-EDTA) i oplgsning i stedet for Fe-HEDTA.

Fe-EDTA fremstilles i det vasentlige som beskrevet i eksem-
pel 1 ved oplgsning af 0,292 g EDTA i 100 ml destilleret
vand og tilsatning af FeCl3.6H20 som beskrevet i eksempel 1.
Det siledes fremstillede materiale danner, som i eksempel 1,
en bl farve i narvarelse af 0,139 mg hamoglobin pr. dl og

50 PM ascorbat.

Eksempel 3 -- Fe-CDTA
Forsgget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,

at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af cyclohexylendiamin-
tetraeddikesyre (Fe-CDTA) i oplgsning i stedet for Fe-HEDTA.
Fe-CDTA-oplgsningen fremstilles ved oplgsning af 0,346 g
CDTA i 100 ml destilleret vand og tilsatning af FeCl3.6H20
som beskrevet i eksempel 1. Det sé&ledes fremstillede materia-

le danner ligesom i eksempel 1 en bla farve i narverelse af

0,139 mg hamoglobin pr. dl og 30 M ascorbat.

Eksempel 4 -- Fe-IMDA
Forspget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af iminodieddikesyre

(Fe-IMDA) i oplgsning i stedet for Fe-HEDTA. Fe-IMDA-oplgs-
ningen fremstilles ved oplgsning af 0,133 g IMDA i 100 ml

destilleret vand og tilsatning af FeCl3.6H20 som beskrevet
i eksempel 1. Det saledes dannede materiale frembringer li-

gesom i eksempel 1 en bla farve i narverelse af 0,139 mg ha-

moglobin pr. dl og 50 PM ascorbat.
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Eksempel 5 =-- Fe-NTA

Forsgget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af nitrilotrieddike-
syre (Fe-NTA) i oplgsning i stedet for Fe-~HEDTA. Fe-NTA-op-
lgsningen fremstilles ved oplgsning af 0,191 g NTA i 100 ml
destilleret vand og tilsatning af FeCl3.6H20 som beskrevet i
eksempel 1. Det sdledes fremstillede materiale danner lige-

som i eksempel 1 en bld farve i nerverelse af 0,139 mg hamo-
globin pr. d1 og 50 FM ascorbat.

Eksempel 6 -- Fe—EDDPu
Forsgget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af a-ethylendiamindi-

eddikesyre-dipropionsyre (Fe-EDDPa) i oplgsning i stedet for
Fe-HEDTA. Fe-EDDPa-opl¢sningen fremstilles ved oplgsning af
0,320 g EDDPa i 100 ml destilleret vand, hvorpd der tilsat-
tes FeCl3.6H20 som beskrevet i eksempel 1. Det saledes frem-
stillede materiale danner en bld farve ligesom i eksempel 1
i narvaerelse af 0,139 mg hamoglobin pr. dl og 50 FM ascorbat

Eksempel 7 -- Fe-EDDPB

Forsgget fra eksempel 1 gentages med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af P-ethylendiamindi-
eddikesyre-dipropionsyre (Fe—EDDPB) i oplgsning i stedet for
Fe-~-HEDTA. Fe—EDDPB—opl¢sningen fremstilles ved oplgsning af
0,320 g EDDPB i 100 ml destilleret vand, hvorpéd der tilsat-
tes FeCl3.6H20 som beskrevet i eksempel 1. Det sdledes frem-
stillede materiale danner ligesom i eksempel 1 en blad farve
i nervarelse af 0,139 mg hamoglobin pr. dl og 50 FM ascorbat.

Eksempel 8 -- Fe-HIMDA

Forsgget fra eksempel 1 gentages-med den undtagelse,
at der anvendes 10 mM af ferrichelatet af hydroxyethylimino-
dieddikesyre (Fe-HIMDA) i oplgsning i stedet for Fe-HEDTA.
Fe-HIMDA-oplgsningen fremstilles ved oplgsning af 0,177 g
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HIMDA i 100 ml destilleret vand, hvorpd der tilsattes
FeCl3.6H20 som beskrevet i eksempel 1. Det sdledes frem-
stillede materiale danner en bld farve ligesom i eksempel 1
i narvaerelse af 0,139 mg hamoglobin pr. dl og 50 PM ascor-
bat.

Eksempel 9-16
Der udfgres forsgg i det vesentlige som beskrevet i

de foregdende eksempler 1-8 til fremstilling af materialer
ifglge opfindelsen, men med den undtagelse, at der i hvert
enkelt tilfelde anvendes 9,4 ml 0,2 M natriumcitratpuffer
i stedet for 9,5 ml, og at der anvendes 0,2 ml af hvert fer-
richelat i stedet for 0,1 ml. Dette g¢r det muligt, at der
kan vare en koncentration af ferrichelat pa 200 M til ste-
de i hvert materiale. I hvert enkelt tilf=zlde iagttages ma-
terialet indeholdende 200 pM ferrichelat, ndr det testes
som tidligere beskrevet, at danne blé farver i nervarelse
af 0,139 mg hamoglobin pr. dl og 50 pM ascorbat, hvilket
viser en evne til detektering af hemoglobin til trods for
nzrvaerelsen af ascorbat i prgven. Der iagttages imidlertid
forskelle mellem de tider, der kraves til farvedannelsen,
ved sammenligning med de farvedannelsestider, der iagttages,
n&r man pd tilsvarende mide tester ferrichelat-materialerne
med 100 PM i eksemplerne 1-8. Farvedannelsestiderne i hvert
enkelt tilfelde, der betegnes som "forsinkelsestider", er
angivet i den fglgende tabel og viser, at der som tidlige-
re beskrevet ikke synes at vare noget generelt forhold el-
ler nogen generel korrelation mellem koncentrationen af me-
talchelat, f.eks. et af de i det foreg&ende navnte ferri-
-komplekser, som anvendes i et materiale ifglge opfindel-
sen, og materialets evne til at modvirke ascorbat-interfe-

rens og tillade detektering af et peroxidativt aktivt stof.
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B. Testmidlet

Eksempel 17
Der udfgres et forsgg, hvor et testmiddel i fast

tilstand fremstilles i overensstemmelse med opfindelsen.
Midlet omfatter en barematrix af papir, der er inkorpore-
ret med materialet ifglge opfindelsen som beskrevet i ek-
sempel 1, men med den undtagelse, at koncentrationerne af
bestanddelene varieres til afpasning efter den faste til-
stand. Inkorporering af matrixen med materialet og dannel-
sen af testanordningen udfgres under anvendelse af de fpl-
gende procedurer:

Et 50 mM, 1:1 (mol:mol) ferrichelat af N-(2-hydroxy-
ethyl)-ethylendiamintrieddikesyre (Fe-HEDTA) fremstilles
ved oplgsning i 100 ml destilleret vand af 1,39 g N-(2-hy-
droxyethyl) ~ethylendiamintrieddikesyre, hvorpd der til op-
lgsningen sattes 1,35 g FeCl3.6H20.

Der fremstilles to oplgsninger, hvis sammensatning
er angivet i det fglgende. Til fremstilling af testmateria-
let impragneres deipé et stykke Whatman 3 MM filtrerpapir
med de omtrentlige dimensioner 15 cm x 10 cm ned rea-
gensoplgsningerne, sdledes at papiret bliver fuldstendigt
inkorporeret med reagensmaterialet efter den anden neddyp-
ning. Den anvendte procedure involverer impragnering af
papiret ved neddypning deraf i den fgprste oplgsning, tér-
ring af det impragnerede papir og derefter yderligere imprag-
nering af det tgrrede papir ved neddypning i den anden op-
1gsning, efterfulgt af en afsluttende tg¢rring. T¢rringen
udfgres i en ovn med forceret trak ved 105°C i ca. 8 minut-
ter efter den fgrste impragnering og ved ca. 50°C i ca.

5 minutter efter den anden impragnering.
Den fgrste reagensoplgsning fremstilles ved blanding

af de fplgende bestanddele:
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Destilleret vand 74,0 ml
1 M Tris-malonat-puffer, pH 6,5 10,0 ml
5,5 M cumen-hydroperoxid 4,0 ml
10 g/dl natriumdodecylsulfat 2,0 ml
50 mM Fe-HEDTA (fremstillet som
tidligere beskrevet) 10,0 ml

Den anden reagensoplgsning fremstilles ved blanding

af fglgende bestanddele:

Ethanol 79,4 ml
6-methoxyquinolin, fri baseform 0,6 ml
20% (w/v) polyvinylpyrrolidon

(vandig) (molekylvagt 40.000) 20,0 ml
3,3',5,5'—tetramethylbenzidin 0,6 g

Det tgrrede, impragnerede papir lamineres til den ene
side af et stykke dobbeltsidet adhasivt overfgringstape, der
er kommercielt tilgzngeligt fra 3M Company, St. Paul, Minn.
55144, Laminatet opskares dernast i stykker, der mdler ca.
15 cm x ca. 0,5 cm. Et af disse stykker knyttes ved hjelp
af den ubenyttede adhasive side til et polystyrenark, der
miler ca. 9 cm x ca. 15 cm, og det resulterende laminat op-
skzres parallelt med dets korte dimension til dannelse af
testmaterialer omfattende en ca. 9 cm aflang polystyrenstrim-
mel, der bzrer et kvadrat af det impragnerede papir ved den
ene ende, idet den anden ende tjener som et héndgreb.

Afprgvning af testmaterialer fremstillet ved frem-
gangsméden ifglge eksempel 17, i urinprgver, der indehol-
der forskellige koncentrationsniveauer af hamoglobin og
en koncentration p& 50 mg ascorbat pr. dl, giver let skel~-
nelige bld farveniveauer, der svarer til de forskellige ha-
moglobin-niveauer, hvilket viser materialets evne til detek-
tering af det tilstedevarende hezmoglobin til trods for pre¢-

vernes hgje indhold af ascorbat.
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Eksempel 18

Forsgget fra eksempel 17 gentages, men med den und-
tagelse, at der anvendes 10,0 ml af en 50 mM Fe-EDTA-oplgs-—-
ning i den fgrste reagensoplgsning i stedet for FE-HEDTA.

Afprgvning af materialer, der er fremstilles ifglge
eksempel 18, udfgres som tidligere beskrevet med urinprgver
indeholdende forskellige koncentrationsniveauer af hamoglo-
bin og 50 mg ascorbat pr. dl, og der fas let skelnelige bla
farveniveauer svarende til de forskellige hamoglobin-niveau-

er.

Eksempel 19

Forsgget fra eksempel 17 gentages, men med den und-
tagelse, at der anvendes 10,0 ml af en 50 mM Fe-CDTA-oplgs-
ning i den fgrste reagensoplgsning i stedet for Fe-HEDTA.

Afprgvning af materialer eller -anordninger, der er
fremstillet ifglge eksempel 19, udfgres som tidligere be-
skrevet med urinprgver indeholdende forskellige koncentra-
tionsniveauer af hamoglobin og 50 mg ascorbat pr. dl, og
der f&s let skelnelige bld farveniveauer svarende til de

forskellige hazmoglobin-niveauer.

Eksempel 20
Forspget fra eksempel 17 gentages, men med den und-
tagelse, at der anvendes 10,0 ml af en 50 mM Fe-IMDA-oplgs-

ning i den fgrste reagensoplgsning i stedet for Fe~-HEDTA.
Afprgvning af materialer, der er fremstillet i over-
ensstemmelse med eksempel 20, udfgres som tidligere beskre-
vet med urinprgver indeholdende forskellige koncentrationer
af hemoglobin og 50 mg ascorbat pr. dl, og der f&s let skel-
nelige bl& farveniveauer svarende til de forskellige hamo-

globin-niveauer.
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Eksempel 21

Forsgget fra eksempel 17 gentages, men med den und-
tagelse, at der anvendes 10,0 ml af en 50 mM Fe-NTA-opl@gs-
ning i den fgrste reagensoplgsning i stedet for Fe-HEDTA.

Afprgvning af testmaterialer, der er fremstillet
ifglge eksempel 21, udfgres som beskrevet i det foregdende
med urinprgver indeholdende forskellige koncentrationer af
hamoglobin og 50 mg ascorbat pr. dl, og der f4s let skelne-

lige bl& farveniveauer svarende til de forskellige hazmoglo-

bin-niveauer.

C. Testmateriale. Ascorbat-interferens-resistens og -stabi-
litet.

Der gennemfgres yderligere forsgg til bedgmmelse af
evnen hos testmaterialerne, der er fremstillet som beskre-
vet i eksempel 17, til detektering af hemoglobin i urin i
nerverelse af ascorbat efter stress, der skal imitere lang
tids opbevaring. Forsggene udfgres med nogle af materialer-
ne umiddelbart efter, at de er fremstillet, samt med andre
materialer, efter at disse er blevet opbevaret i udstrakte
perioder under forhgjede temperaturbetingelser. I szrdeles-
hed testes og sammenlignes materialerne med hensyn til yde-
evne umiddelbart efter fremstillingen ved stuetemperatur
(ca. 23°¢) og efter 10 og 28 dage med "varme-stress" ved
ca. 50°C i en ovn.

Der fremstilles en rakke urin-testoplgsninger, der
indeholder forskellige hamoglobinniveauer. Der fremstilles
ogsd to hamoglobinoplgsninger, de indeholder ascorbat i en
koncentration pd& 50 mg/dl.

Der fremstilles en forr&dsoplgsning indeholdende
15,4 mg hazmoglobin pr. dl ved fortynding af helblod med de-
stilleret vand til en koncentration pa 15,4 mg hemoglobin
pr. 100 ml vand. Hezmoglobinindholdet i helblodet er i for-
venen blevet bestemt ved anvendelse af konventionel teknik.
En prgve af sammenblandet urin, der tidligere er screenet
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som negativ med hensyn til hamoglobin og ascorbinsyre, hen-
stilles som en blindprgve. Testoplgsningerne fremstilles der-
nest ved afpipettering af aliquoter af blodoplgsningen i den
sammenblandede urin til dannelse af urinoplgsninger indehol-
dende 0,015, 0,031, 0,062 og 0,139 mg hazmoglobin pr. dl. En
del af urinoplgsningerne indeholdende 0,031 og 0,062 mg ha-
moglobin pr. dl isoleres i sarskilte beholdere, og der til-
settes ascorbinsyre sdledes, at oplgsningerne bringes op pa
et niveau af 50 mg ascorbat pr. dl umiddelbart forud for af-
prgvningen.

Et szt testmaterialer, der er fremstillet som beskre-
vet i eksempel 17, samt et kontrolsat, der er fremstillet
som beskrevet i det navnte eksempel, men med den undtagelse,
at de ikke indeholder noget Fe-HEDTA, testes ved blindforsgg
og i hver af hemoglobin-urin-oplgsningerne. Materialerne ned-
dyppes momentant i hver oplgsning, hvorefter de fjernes, og
farvedannelse i materialerne iagttages efter 1 minuts forlegb.
De farver, der dannes, sammenlignes visuelt med hinanden og
med et standard-farvekort til fastlaggelse af den relative
intensitet 1 minut efter neddypningen. Farverne strazkker sig
fra farvelgs (for blindprgvens vedkommende) til mgrk grenbla
med hamoglobinoplgsningen indeholdende 0,138 mg/dl.

' Resultaterne af denne afprgvning, der sammenfattet i
den fglgende tabel, viser, at de her omhandlede testmateria-
ler, ndr de afprgves i de to hzmoglobinprgver indeholdende
ascorbat, sidvel efter at vare frisk fremstillet som efter ud-
szttelse for forhgjet temperatur pa 50°C i 10 dage, giver far-
ve-respons p& narvarelsen af hamoglobin ligesom respons fra de
materialer, der anvendes til afprgvning af urinprgverne uden
ascorbat. Resultaterne fra tilsvarende afprgvning af kontrol-
materialerne, der ikke omfatter Fe-HEDTA, viser, at det re-
spons, der fas fra kontrolﬁaterialerne, hammes praktisk taget
fuldstandigt p& grund af ascorbat i prgven. De materialer, der
fremstilles ifglge den foreliggende foretrukne udfgrelsesform
for opfindelsen udviser imidlertid en evne til let detektering
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af hemoglobin i koncentrationer p& 0,031 og 0,062 mg/dl,
til trods for narvarelsen af en ascorbatkoncentration pa
50 mg/dl. Nervarelsen af Fe-HEDTA viser sig séledes pa
drastisk vis at kompensere for ascorbat-interferens.
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Resultaterne i den foranstdende tabel viser ogsa, at
der kun er lille forskel i reaktivitet mellem testmaterialer-
ne ifglge opfindelsen, der er blevet frisk fremstillet, og
de, der er blevet opbevaret ved 50°C i 10 dage eller i 28 da-
ge. Dette resultat stdr i modsatning til det forventede re-
sultat: at interaktion mellem ferrichelat og et hydroperoxid
i samme testmateriale ville for&rsage en nedsattelse af ma-
terialets reaktivitet ved en hgjere hastighed under varme-
stress end ved opbevaring ved omgivelsernes temperatur. Det-
te demonstrerer den gode stabilitet og fordelagtige opbeva-
rings-levetid for materialet og midlet ifglge opfindelsen.
Som det ses af de i tabellen ancivne data, er der ¢jensynlig
kun lille eller ingen inkompatibilitet mellem det organiske
hydroperoxid og Fe-HEDTA, mellem Fe-HEDTA og indikatoren, el-
ler mellem disse stoffer og andre strimmel~-bestanddele, selv
efter forlanget opbevaring ved forhgjede temperaturer. End-
videre er metalchelat (Fe-HEDTA)-indeholdende testmateria-
ler og materialer, der tilsvarende fremstilles uden Fe-HEDTA,
i det vesentlige ens med hensyn til sensitivitet for narva-
relsen af hemoglobin i testoplgsninger uden ascorbat og vi-
ser en undgielse af "falske positive"-resultater, hvilket vi-
ser reagensernes fremragende forenelighed. Medens imidlertid
materialerne, der er fremstillet uden Fe-HEDTA, praktisk ta-
get fuldstendigt inhiberes ved tilstedevarelsen af ascorbat
i testoplgsningerne, inhiberes strimlerne ifglge opfindelsen
indeholdende Fe-HEDTA i langt mindre grad af ascorbat, og de
er i virkeligheden i stand til at give respons, gennem frem-
komsten af visuelt skelneligt farve efter 1 minut, pa hamo-
globinniveauer s& lave som 0,031 og 0,062 mg/dl.

Til yderligere pdvisning af fordelene ved den fore-
liggende opfindelse udfgres der yderligere eksperimentel af-
prgvning svarende til den foran beskrevne under anvendelse
af midler, som fremstilles i eksempel 17, dvs. indeholdende
Fe-HEDTA. Imidlertid fglges farvedannelsen i stedet for ved
anvendelse af en visuel teknik ved benyttelse af et apparatur,
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der er kendt som en hurtigscanner ("Rapid Scanner"). Det-
te apparat er et scannings-reflektansspektrofotometer, der
er tilsluttet en laboratorie-mikrocomputer. Instrumentet
anvendes til hurtig miling af reflektansspektre i det syn-
lige omr&de. Computeren muligggr oplagring af spektralda-
ta og udfgrer beregninger. Malinger af ydeevnen af reagens-
strimler i hurtigscanneren har eksempelvis de fglgende for-
dele i forhold til visuel iagttagelse af de samme strimler:

1. Lyskilden og betingelserne omkring prgven forbli-
ver fikserede. Ved visuel iagttagelse kan lyskilden varie-
re, ikke blot med hensyn til bglgelangde, men ogsa i rela-
tion til posiﬁionen af den strimmel, som iagttages.

2. Detektor-karakteristika forbliver fikserede. Ved
visuel iagttagelse kan detektoren, dvs. iagttagerens gine,
variere fra person til person, og med en Og samme person
fra dag til dag.

3. Hurtigscanneren tillader mere pr&cis kvantisering
af data end visuel iagttagelse, hvorved man opndr at kunne
sammenligne resultater pd en mere objektiv made.

Rapid-Scanner-instrumentet er konstrueret af Ames
Division af Miles Laboratories, Inc., Elkhart, Indiana,
hvorfra fuldstazndige informationer med hensyn til strukturel-
le karakteristika og ydeevne kan f&s, jfr. ogs& M.A. Genshaw
og R.W. Rogers; Anal. Chem., bind 53, side 1949-1952 (1981).

Tri-stimulus-verdier fra hurtigscanneren anvendes til
at beregne farvedifferensverdier (AE) ifplge den konvention,
der findes i "Supplement No. 2 Commission Internationale de
L'Eclairage (Paris, France), Publication No. 15, Colorimetry,
(E. -1.3.1), 1971". De opndede data fra dette instrument er
derfor angivet i det fglgende som N E-verdier eller farve-
differensenheder.

Teststrimlerne ifglge opfindelsen, der indeholder
Fe-HEDTA, testes under anvendelse af den i det foregdende be-
skrevne procedure for deres evne til detektering af hamoglo-
binkoncentration p& 0,031 mg/dl og 0,062 mg/dl. Nogle af
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strimlerne testes i urinprgver indeholdende 50 mg ascorbat
pr. dl, og nogle testes i lignende prgver, der ikke inde-
holder ascorbat, idet nogle testes efter at vere frisk frem-
stillet ved omgivelsernes temperatur, og nogle testes efter
opbevaring ved omgivelsernes temperatur og 50°C i perioder
p& henholdsvis 11 og 28 dage.

De farvedifferensenheder (AE) der fas ved hjzlp af
hurtigscanneren, svarer til forskellige hamoglobinniveauer.
Nir strimlerne indeholdende Fe-HEDTA testes i urinprgver in-
deholdende 0,031 og 0,062 mg hamoglobin pr. dl, med eller
uden tilstedevarende ascorbat, fas de resultater, der frem-

gdr af de fglgende tabeller:

Frisk fremstillede testanordninger

Urinprgve
Hemoglobin Ascorbinsyre Hurtigscanningsresultater (AE)
(mg/dl) (mg/dl) Testanordning
0,031 0 21,89
0,031 50 15,75
0,062 o) 29,78
0,062 50 22,84

Anordninger opbevaret ved omgivelsernes
temperatur i 28 dage

Urinprgve

Hazmoglobin Ascorbinsyre Hurtigscanningsresultater (A E)
(mg/dl) (mg/d1l) Testanordning
0,031 0 15,50
0,031 50 13,29
0,062 o 26,31
0,062 50 18,20



10

15

20

25

30

35

DK 159171B -

37

Anordninger opbevaret ved 50°C i 11 dage

Urinprgve
Hamoglobin Ascorbinsyre Hurtigscanningsresultater (A E)
(mg/dl) (mg/dl) Testanordning
0,031 0 20,86
0,031 50 12,36
0,062 0 30,04
0,062 50 27,26

Anordninger opbevaret ved 50°C i 28 dage

Urinprgver

Hamoglobin Ascorbinsyre Hurtigscanningsresultater (AE)
(mg/dl) (mg/dl) Testanordning
0,031 0 10,31
0,031 50 7,78
0,062 0 20,86
0,062 50 16,38

De foregdende forsgg viser instrument-data, der be-
krefter de visuellé‘aata, der fremgdr af det foregdende. De
pdgzldende data viser stabiliteten af de her omhandlede mate-
rialer samt en signifikant ophavelse af ascorbat-interferens
i s&danne materialer, selv efter lang tids opbevaring og op-
bevaring ved forhgjede temperaturer.

Yderligere visuel afprgvning udfgres pa et szt testma-
terialer, der er fremstillet ifglge opfindelsen som beskre-
vet i det foreg8ende eksempel 18, dvs. som indeholder Fe-EDTA.
Efter fremstilling af materialerne testes disse i urinprgver
indeholdende forskellige koncentrationer af hamoglobin, og i
prgver, der ikke indeholder hazmoglobin, samt i prgver med to
hezmoglobinniveauer, der ogsad indeholder 50 mg ascorbat pr.
dl. Nogle af materialerne testes umiddelbart efter fremstil-
lingen, og nogle testes efter opbevaring i en ovn ved 50°¢C i
28 dage. Resultaterne af denne afprgvning fremgdr af den fgl-
gende tabel, i hvilken tallene svarer til de visuelle farve-



10

16

20

25

30

35

DK 159171B

38

verdier, der opnds ved reference til det tidligere omtalte
HEMASTIX & -standard-farvekort. Al afprgvning af disse ma-

terialer udfgres som beskrevet i det foregaende.

Stabilitets-ydeevne af teststrimmelanordninger
ifglge opfindelsen indeholdende Fe-EDTA

Hazmoglobin Frisk fremstillede
(mg/dl) (ingen strimler ved omgi-  Strimler opbevaret ved
ascorbinsyre) velsernes temp. 50°0C i 28 dage
0 10 10
0,015 12 11
0,031 20 15
0,062 30 22
0,139 35 30
(50 mg/dl
ascorbinsyre)
0,031 20 14
0,062 30 22

Resultaterne af disse ovennavnte forsgg bekrazfter sta-
biliteten, undg&elsen af falske positive resultater samt en
vesentlig resistens mod ascorbat-inhibering i materialer, der

er fremstillet ifglge denne udfgrelsesform for opfindelsen.
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Patentkrav.

1. Materiale til detektering af narvazrelsen af et
peroxidativt aktivt stof i en testprove, hvilket materiale
indeholder et organisk hydroperoxid og en indikator, der er
i stand til at tilvejebringe et detekterbart respons i nar-
verelse af det peroxidativt aktive stof og peroxid, k e n -
detegnet ved, at materialet yderligere omfatter et
metalchelat af et polycarboxyalkylamin-derivat med den almene

formel
7 - -
( R® \ \— RY 1?1 )
<\, R3 1[] rP I\‘I r% N R M
\ -n \ _J m Jie -
- -~
i hvilken

(a) Rl betyder hydrogen eller ligekadede eller for-
grenede alkylalkohol- eller alkylcarboxylsyre-grupper med
fra 2-3 carbonatomer, R2, R3, R¥ og RY, der er ens eller
forskellige, er ligekzdede eller forgrenede alkylalkohol-
eller alkylcarboxylsyre-grupper med fra 2-3 carbonatomer,
idet mindst to af substituenterne R, R?, R3, R¥ eller RY er
alkylcarboxylsyfe;grupper som defineret ovenfor,

(b) RP og RY9, der er ens eller forskellige, er lige-
kzdede eller forgrenede alkylengrupper med fra 1-3 carbon-
atomer eller divalente 1,2-cycloaliphatiske grupper med fra
6-9 carbonatomer,

(c) n er et helt tal med en vardi fra 0 til 1, m er
et helt tal med en vardi fra 0-2, idet safremt m er 2, 2
RA-grupper kan vare ens eller forskellige, og

(d) M betyder Fe't3.
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2. Materiale ifglge krav 1, k endetegnet
ved, at

(a) mer 0, ner 1, og

(b) RP er en ethylengruppe.

3. Materiale ifelge krav 1 eller 2, k endeteg -
net ved, at mindst to af substituenterne R, R2, R3, R¥

og RY er alkylcarboxyl-gruppen -CH,COOH.

4. Materiale ifglge krav l, k endetegnet
ved, ved at metalchelatet er udvalgt fra gruppen bestdende
af ferrichelater af N=-(2-hydroxyethyl)-ethylendiamintried-
dikesyre, ethylendiamintetraeddikesyre, cyclohexylendiamin-
tetraeddikesyre, nitrilotrieddikesyre, iminodieddikesyre,
a-ethylendiamindieddikesyre~dipropionsyre, B-ethylendiamin-
dieddikesyre-dipropionsyre, hydroxylethylaminodieddikesyre
og blandinger deraf.

5. Materiale ifelge ethvert af kravene 1-4, k e n -
detegnet ved, at det organiske hydroperoxid er cu-
men-hydroperoxid, og at indikatoren er 3,3',5,5'-tetrameth-

ylbenzidin.

6. Testmiddel til bestemmelse af narvarelsen af et
peroxidativt aktivt stof i en testpreve, k ende t e g -
n et ved, at det omfatter en bazrermatrix, hvori der er
inkorporeret et materiale ifplge ethvert af kravene 1-5.

7. Fremgangsmdde til fremstilling af et testmiddel
til bestemmelse af narvarelsen af et peroxidativt aktivt
stof i en testpreve, hvor testmidlet er resistent mod inter-
fererende virkninger af ascorbat, der kan vare til stede i
preven, k ende tegnet ved, at denne fremgangsméde

omfatter fglgende trin:
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a) fremstilling af en feorste reagensoplegsning inde-
holdende et organisk hydroperoxid og et metalchelat af et
polycarboxyalkylamin-derivat med den almene formel

/
/
f R RY R M
& 3 ]1] P ’\ll q ’ 2 s
R FA R L R N'_—R

\\ \_ _Jn' __‘m ///
i hvilken

(i) Rl betyder hydrogen eller ligekzdede eller forgre-
nede alkylalkohol- eller alkylcarboxylsyre-grupper med fra
2-3 carbonatomer, R%2, R3, R¥ og RY, der er ens eller for-
skellige, er ligekzdede eller forgrenede alkylalkohol- eller
alkylcarboxylsyre-grupper med fra 2-3 carbonatomer, idet

mindst to af substituenterne R1, R2, R3, R¥ eller RY er

alkylcarboxylsyre-grupper som defineret ovenfor,

(ii) RP og RY, der er ens eller forskellige, er lige-
kzdede eller forgrenede alkylengrupper med fra 1-3 carbon-
atomer eller divalente 1,2-cycloaliphatiske grupper med
fra 6-9 carbonatomer,

(iii) n er et helt tal med en verdi fra 0 til 1, m
er et helt tal med en vardi fra 0 til 2, idet safremt m er
2, 2 RY9-grupper kan vzre ens elller forskellige, og

(iv) M betyder Fe'3,

b) inkorporering af den ferste reagensoplesning i en
bzrermatrix ved fugtning af matrixen med den ferste oples-
ning,

c) terring af den fugtede matrix til efterladelse af
en remanens af metalchelatet og hydroperoxidet,

d) fremstilling af en anden reagensoplesning indehol-
dende en indikator og et oplegsningsmiddel, idet indikatoren
er i stand til at tilvejebringe et detekterbart respons i
nerverelse af et peroxid og det peroxidativt aktive stof,

e) inkorporering af den anden reagensoplesning i den
torrede bzrermatrix ved fugtning af matrixen med den anden

reagensoplesning, og
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f) terring af matrixen til efterladelse af en kom-
bineret remanens indeholdende metalchelatet, hydroperoxidet

og indikatoren.

5 8. Fremgangsmdde ifglge krav 7, kende t eg -
net ved, at der som indikator anvendes benzidin, o-toli-
din, en 3,3',5,5'-tetra-(lavere alkyl)-benzidin, 2,7-diami-
nofluoren eller blandinger deraf.

10 9. Fremgangsmide ifglge krav 7 eller 8, k end e -
tegnet ved, at det organiske hydroperoxid er udvalgt
fra gruppen bestdende af cumen-hydroperoxid, tert.butyl-
hydroperoxid, diisopropylbenzen-hydroperoxid, 2,5-dimethyl-
hexan-2,5-dihydroperoxid, paramethan-hydroperoxid og blan-

15 dinger deraf.
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