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En prpve, der indeholder de antigener elier antistoffer, der skal
analyseres, behandies med en polyanion, der er oploselig i reaktions-
mediet, og den siledes behandlede prove anvendes til antigen-anti-
stofreaktionen. Et reagens til analyse af en antigen-antistofreaktion
indeholder en polyanion og et reaktionsmedium.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmidde til analyse af

antigen-antistofreaktioner og et reagens dertil.

Immunologiske reaktioner har hej specificitet, idet en reaktion
optrader nejagtigt og selektivt, hvilket er én af deres fremtradende

egenskaber, og de anses for en vigtig medicinsk testmetode.

For tiden vzkker mange in vivo-reaktioner megen opmarksomhed i for-
hold til antigen-antistofreaktioner, iszr inden for medicinen og
sundhedsvidenskaberne, og de analyseres og underseges med det formal
at fremme sundhedstilstande, behandle sygdomme og lignende. Hvad
angar in vitro-reaktioner, foretages immunokemisk undersegelse til-
lige intenst pa grundlag af prever, der afspejler in vivo-betingel-
ser, og en del deraf har allerede fundet praktisk anvendelse i ruti-
nemessige medicinske tests. Typiske analysemetoder, der er kendt som
sardeles folsomme analysesystemer, omfatter radioimmunoassay (RIA),
latexagglutineringsassay med nzr-infrared turbidimetri (LPIA), en-
zymimmunoassay (EIA), fluorimmunoassay og nephelometri, der anvender
lysets spredning. Der er hidtil blevet udfort mange immunologiske
reaktioner, hvor antigener eller antistoffer i prever pavises med et
reagens, der udover den vandige fase omfatter bazrermatrixer sasom
biologiske barere, fx erythrocytter eller bakterier og latexpartikler
af syntetiske organiske polymerbazrere, der kan gores folsomme med et

egnet antistof eller antigen.

Det er kendt, at immunologiske analysemetoder, som kraver uopleselig-
hed af et antigen-antistofkompleks som en integreret del af analysen,
kan forbedres ved til det testmedium, i hvilket uopleseligheden
onskes sget, at satte en vandig reagensoplesning indeholdende fra
omkring 3 til 6 vagtprocent af en blanding af polyethylenglycol og et
non-ionisk overfladeaktivt stof, hvilken reagensoplesning har en
kalkuleret HLB-vardi (Hydrofil-Lipofil-Balance) pi omkring 0,7 til
1,7.

Ved den foregede uopleselighed nedsattes reaktionstiden, hvilket

giver en analyseprocedure med stor testspandvidde og sensitivitet.
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Det problem, der leses ved fremgangsmaden ifelge den foreliggende
opfindelse, er et andet, nemlig at begranse ikke-specifikke reaktio-

ner, hvorved analysens specificitet (til forskel fra sensitivitet)

oges.

Legemsvasker, der afspejler aktiviteter af in vivo-tilstande, har en
lang rakke bestanddele og fysiske egenskaber. Af denne grund kan
mange immunologiske reaktiomer ikke helt gore sig fri af ikke-speci-
fikke reaktioner, der kan siges at vare bireaktioner, som er uaf-
hangige af antigen-antistofreaktionen. Som modforholdsregel mod
sadanne ikke-specifikke reaktioner er der i mange tilfzlde blevet
anvendt fremgangsmider sisom tilsztning af kaolin eller et tilsvaren-
de adsorberende stof eller ekstraktion for at fjerne eller neutrali-
sere de relevante ikke-specifikke faktorer. Skent nogle af disse
behandlinger er effektive, er det nedvendigt at foretage en detal-
jeret undersegelse af hver antigen-antistofreaktion, og de indebarer

mange vanskeligheder i deres praktiske anvendelse.

Der er blevet foretaget forskellige undersegelser med det formal at
eliminere de ovennzvnte ulemper ved de kendte antigen-antistofreak-
tioner, og det har vist sig, at hvis reaktionen i analysen af anti-
gen- antistofreaktionen udferes med en preve, der er blevet behandlet
med en polyanion, forbedres bade udvindingen af stoffet, der skal
pavises, og analysens nejagtighed, hvorved fis mere nejagtige analy-
sevardier af antigenet eller antistoffet, hvorved den foreliggende
opfindelse udfores. Den foreliggende opfindelse angar siledes en
fremgangsmiade til analyse af en antigen-antistofreaktion, hvor et
antigen eller antistof, der skal analyseres, omsattes med det til-
svarende antistof eller antigen i et reaktionsmedium, hvilken metode
er ejendommelig ved, at en preve, som indeholder det antigen eller
antistof, der skal analyseres, behandles med en polyanion, der er
opleselig i reaktionsmediet, og den séledes behandlede preve anvendes
til reaktionen. Opfindelsen angir yderligere et reagens til analyse
af en antigen-antistofreaktion, som indeholder en polyanion og et

reaktionsmedium.

De polyanioner, der kan anvendes ved fremgangsmaden ifelge opfin-

delsen, er naturlige eller syntetiske polymerer, hvilke stoffer har



10

15

20

25

30

DK 158481B

3

flere sulfonylanioner eller carboxylanioner, og som er opleselige 1

reaktionsmediet, der anvendes i antigen-antistofreaktionen.

Specifikke eksempler pi disse polyanioner omfatter dextransulfat,
heparin, polystyrensulfonsyre, cellulosephthalat-acetat, hyaluronsyre

og chondroitinsulfat.

1 overensstemmelse med fremgangsmiden ifslge opfindelsen behandles en
prove, der indeholder det antigen eller antistof, der skal analyse-
res, med polyanionen, hvorefter preoven udszttes for antigen-antistof-
reaktionen med det tilsvarende antistof eller antigen i reaktionsme-

diet.

Behandlingen med polyanionen kan udferes ved, at

1. udfere antigen-antistofreaktionen i det medium, hvori polyanionen
er blevet inkorporeret, eller

2. behandle preven med en fast ellerrflydende fase, der indeholder
polyanionen, for antigen-antistofreaktionen (i det sidste tilfzlde
kan den siledes behandlede antigen- eller antistofholdige preve
udszttes for antigen-antistofreaktionen, efter at polyanionen er
blevet fjernet derfra, men s?dvanligvis udsattes den for reaktionen,

medens den indeholder polyanionen).

De reaktionsmedier, der egner sig til anvendelse i antigen-antistof-
reaktionen, er vandige medier, herunder fx vand, en saltoplesning og
pufferoplesninger, der kan indeholde ét eller flere tilsatningsstof-
fer udvalgt blandt stabiliseringsmidler, konserveringsmidler, chela-

teringsmidler og overfladeaktive midler.

Pufferoplesningen omfatter glycinpuffere, phosphorsyrepuffere, ci-
tronsyrepuffere, barbitalpuffere, boratpuffere, tris[tris(hydroxyme-
thyl)aminomethan]saltsyrepuffere, tris-malatpuffere og ammoniumpuf-

fere.

Stabiliseringsmidlerne omfatter fx aminosyrer, polypeptider og pro-
teiner, som ikke deltager i den péatankte immunologiske reaktion, og
de er szdvanligvis til stede i en koncentration pa 0,001-1 vagtpro-

cent, fortrinsvis 0,05-0,6 vagtprocent.
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Foretrukne eksempler pi konserveringsmidler omfatter natriumazid og

merthiolat.

Foretrukne eksempler pd chelateringsmidler omfatter ethylendiaminte-

traeddikesyre, nitrilotrieddikesyre og cyclohexandiamintetraeddike-

syre.

Som overfladeaktivt middel foretrzkkes sadvanligvis ikke-ioniske

overfladeaktive midler.

Reaktionsmediets pH ber ligge inden for det sadvanlige pH-omridde, der
anvendes til antigen-antistofreaktioner, og der anvendes sadvanligvis

en pH pa ca. 5-10.

Koncentrationen af polyanionen i reaktionsmediet er sadvanligvis ikke

storre end 5 vagtprocent, fortrinsvis 0,001-0,5 vagtprocent.

En hojere koncentration kan forarsage, at reaktionen bliver ustabil i
tilfzlde af visse analysesystemer. Men ved en lavere koncentration
nedszttes den inhiberende virkning mod de sikaldte ikke-specifikke
reaktioner, der vanskeligger analysen og gor det umuligt at opni
nejagtige analysevardier, pid grund af en forsget inhiberende virkning
forarsaget af faktorer i serumpreven ud over reaktionen med det

tilsvarende antigen, hvilket resulterer i en forringet nejagtighed af

analysen.

De antigener, der tjener som et stof, som skal analyseres, og som

reaktant, omfatter forskellige antigener sisom fx proteiner, polypep-

" tider, steroider, polysaccharider, lipider, pollen, stev og haptener.

Antistofferne omfatter fx sddanne proteiner, som er antistoffer mod

de ovennavnte antigener.

Ved analysen af en antigen-antistofreaktion ifelge opfindelsen kan
anvendes et hvilket som helst kendt analysesystem. Saledes kan der
enten anvendes de sikaldte oplesningssystemer, hvor bade det stof,
der skal analyseres, og reaktanten er opleselige i reaktionsmediet,

eller de sikaldte barersystemer, hvor reaktanten er bundet til en
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partikelformig barer, der i det vasentlige er uopleselig i reaktions-
mediet, dvs. den partikelformige barer gores folsom med reaktanten.
Specifikke eksempler pd de antigen-antistofreaktioner, der kan analy-
seres i henhold til fremgangsmaden ifelge opfindelsen, omfatter
sidanne reaktioner, som forekommer i radioimmunoassay, latexaggluti-
nering med nar-infrared turbidimetri, enzymimmunoassay, fluorimmu-
noassay, immunonephelometri, der anvender lysspredning, erythfocytag-
glutinering og latexagglutinering. Isar anvendes fremgangsmaden
ifelge opfindelsen i sadanne analysesystemer som latexagglutinering
med nzr-infrared turbidimetri, som fx kan udnytte en omvendt passiv

agglutinering.

I henhold til fremgangsmiden ifelge opfindelsen kan ikke-specifikke
reaktioner, som kan opstd i antigen-antistofreaktioner, forhindres,

og der kan opnis mere nejagtige analysevardier.

Opfindelsen belyses narmere ved nedenstaende eksempler.

EKSEMPEL 1

Dette eksempel viser latexagglutinering med nar-infrared turbidi-

metri.

Til 50 pl serum fra et sundt menneske, hvilket serum jkke indeholder
mere end 2 ng/ml a-fetoprotein (AFP), sattes 50 pl af en oplesning,
der indeholdt 1 ug/ml AFP, og derefter 100 pl bovint serumalbumin-

_ saltoplesning, der indeholdt dextransulfat, for at fi en testoples-

ning. Til 50 pl af testoplesningen sattes 50 ul af et latexreagens,
der blev gjort felsomt med anti-AFP-antistof, og 200 pl af en puf-
feroplesning, og #ndringen af turbiditet i en nar-infrared strile ved
940 nm blev milt under omrering. Prevens analysevardi blev udlast pa
en standardkurve, og udbyttet blev beregnet. Resultaterne er vist i
tabel 1 nedenfor sammenlignet med resultaterne for et polyanionfrit

reaktionssystem som kontrol.

Som det fremgir af tabel 1, fas en vasentlig forbedring af udbyttet

(P < 0,01) ved tilsétning af dextransulfat (ved en slutkoncentration
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pa 0,1 vagtprocent), 0g variationskoefficienten (CV) blev ogsd va-
sentligt forbedret. Udbyttet af hvert forseg er den relative vardi af
det vundne udbytte, idet det normale samlede serum fra ti klare,

turbiditetsfri prever antager vardien 100.

EKSEMPEL 2

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmidde blev gentaget med undtagelse
af, at polyanionen var polystyrensulfonsyre i en slutkoncentration pd
0,2 vagtprocent. Resultaterne er ligeledes vist i tabel 1, hvoraf det

fremgar, at der blev opniet en forbedring af variationskoefficienten.

EKSEMPEL 3

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmade blev gentaget med undtagelse
af, at der anvendtes heparin som polyanion i en slutkoncentration pa

0,1 vagtprocent. Som vist 1 tabel 1 fas en udbytteforbedring.

EKSEMPEL 4

Den i eksempel 1 beskrevne fremgangsmiade blev gentaget med undtagelse
af, at der anvendtes cellulosephthalat-acetat som en polyanion i en
slutkoncentration pa 0,1 vagtprocent. Som vist i tabel 1 blev ud-

byttet forbedret.

Tabel 1

Prove Udbytte (vagtprocent)

Kontrol Eksempel 1

Forseg Hamo - Turbi- uden dextran-
nr. lyse ditet polyanion sulfat
1 - +++ 93,7 101,4

2 - +H+ 86,8 88,8
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3 - +++ 83,8 105,8
4 ++ +H+ 88,0 96,5
5 - HH 76,7 86,6
6 - + 84,6 98,1
7 - + 90,7 103,3
8 - + 85,9 103,0
9 - + 72,9 96,2
10 - + 100,6 100,6
11 - + 105,1 100,4
12 ++ + 92,7 101,0
13 + 96,5 99,1
14 + 92,4 97,5
15 - + 100,0 100,2
16 + + 79,6 93,1
17 - - 95,6 100,1
18 + - 81,1 93,2
19 +H+ - 82,6 85,5
20 - - 92,0 105,1
Gennemsnit 89,07 97,78
Standardafvigelse +8,39 +5,76
CV (%) 9,42 5,89
Udbytte (vagtprocent)
Eksempel 2 Eksempel 4
polystyren- Eksempel 3 cellulose-
sulfonsyre heparin phthalat-
Forseg nr. acetat
1 93,9 96,2 98,3
2 88,2 88,9 88,9
3 80,2 87,2 82,9
4 90,0 92,2 93,2
5 80,3 82,3 85,2
6 85,2 87,8 91,2
7 93,4 93,5 98,5
8 86,8 85,9 91,7
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9 85,0 82,4 91,7
10 100,0 99,8 101,7
11 89,9 100,2 111,2
12 94,3 102,0 98,4
13 97,8 100,0 101,2
14 95,2 99,0 101,2
15 97,5 102,0 101,5
16 80,4 85,0 88,4
17 95,5 99,4 100,9
18 87,5 85,5 93,5
19 83,7 87,0 86,0
20 97,2 102,0 98,0
Gennemsnit 90,1 92,92 95,18
Standard-
afvigelse 46,33 +7,21 +7,07
cV (%) 7,02 7,76 7,43
EKSEMPEL 5

Dette eksempel viser virkningen af tilsatningen af dextransulfat pi
erythrocytagglutinering, hvilket kan ledsages af en pseudoreaktion i

visse prever, hvilket resulterer i forkert aflasning.

En AFP-holdig preve blev fortyndet 20 gange med en oplesning af
dextransulfat i en phosphatpuffer (pH-verdi 6,4), der blev fremstil-
let pa en sidan mide, at slutkoncentrationen af dextransulfat var
0,001 vagtprocent, og 100 pl af den fortyndede preve sattes til en
suspension af fireerythrocytter, der var gjort folsomme med anti-AFP-
antistof. Blandingen henstod i 2 timer. De prever, der ikke indeholdt
mere end 50 ng/ml AFP, viste ringformet agglutinering, hvorimod de
prover, der ikke indeholdt mindre end 100 ng/ml AFP, enten viste
tilsyneladende storre ringformet eller mittelignende agglutinering.
Nir det samme forseg blev udfert med prever af kendte koncentratio-
ner, forekom der farre pseudoreaktioner, selv med szrdeles uklare

prover, hvilket letter bedemmelsen.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmide til analyse af en antigen-antistofreaktion, hvor et
antigen eller antistof, der skal analyseres, omsattes med det tilsva-
rende antistof eller antigen i en reaktionsblanding,
kendetegnet ved, at en preve, som indeholder det antigen
eller antistof, der skal analyseres, behandles med naturlige eller
syntetiske polymerer med flere sulfonylanioner eller carboxylanioner,
og som er opleselige i reaktionsmediet, og den behandlede prove

anvendes til udferelse af reaktiomen.

2. Fremgangsmide ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at reaktionen udferes i nervarelse af
naturlige eller syntetiske polymerer med flere sulfonylaniomer eller

carboxylanioner, og som er opleselige i reaktionsmediet.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1 eller 2,
kendetegnet ved, at den naturlige eller syntetiske polymer

med flere sulfonylanioner eller carboxylanioner, og som er opleselig

i reaktionsmediet, er dextransulfat.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at antigen-antistofreaktionen er aggluti-

nering.

5. Fremgangsmade ifalgé krav 4,

kendetegnet ved, at agglutineringen er omvendt passiv

agglutinering.

6. Reagens til anvendelse ved analyse af en antigen-antistofreaktion
ved fremgangsmiaden ifelge et hvilket som helst af kravene 1-5,
kendetegnet ved, at det indeholder et reaktionsmedium til
antigen-antistofreaktionen og naturlige eller syntetiske polymerer
med flere sulfonylanioner eller carboxylanioner, og hvilke polymerer

er opleselig i reaktionsmediet.
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7. Reagens ifslge krav 6,
kendetegnet ved, at reaktionsmediet er et vandigt medium.

8. Reagens ifelge krav 6,
kendetegnet ved, at reaktionsmediet er en pufferoplesning.
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