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Fremgangsmide til bestemmelse af en analyt som binder sig
til en molekylar receptor reprasenteret af et D-alanyl-D-
alanin-dipeptid eller et D-alanyl-D-alanin-karboxyterminalt
oligopeptid samt prevesat til anvendelse ved fremgangsmaden

opfindelsen angir en fremgangsmide til bestemmelse
af en substans med evne til faktisk at binde sig til et D-
alanyl-D-alanin-dipeptid, navnlig til et glycopeptidisk an~
_tibiotikum af vancomycinklassen eller derivater eller agly-
coner deraf; opfindelsen angdr ogsd et antistof rettet mod
vedkommende substans. Desuden angdr opfindelsen et analyse-
s2t og midler til udnyttelse af fremgangsmaden.
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Den foreliggende opfindelse angdr en ny "sandwich"-
prove til bestemmelse af en analyt som er et antibiotikum
af vancomycinklassen og som har evne til at binde sig til
en molekylar receptor reprasenteret af et D-alanyl-D-
alanin-dipeptid eller et D-alanyl-D-alanin-karboxytermi-
nalt oligopeptid. Fremgangsmaden er ejendommelig ved det
i krav 1's kendetegnende del angivne og har ikke blot
anvendelse til bestemmelse af glykopeptidiske antibio-
tika af vancomycinklassen men ogsa derivater og aglyko-
ner deraf. Preoven forbinder den heje selektivitet af et
passende D-alanyl-D-alanin-derivat til antibiotika af van-
comycinklassen og specifiteten af antistof som er rettet
mod det antibiotikum tilherende klassen, der er genstand
for bestemmelsen. Opfindelsen angdr ogsd et analysesat
til brug ved fremgangsmaden.

Ifelge opfindelsen kan analytten veare udvalgt
blandt iser vancomycin, teicoplanin, actaplanin, ristoce-
tin, avoparcin, actinoidin, antibiotikum LL-AM-374, anti-
biotikum A 477, antibiotikum OA 7653, antibiotikum A
35512 B, antibiotikum A 515668, antibiotikum AAD 216,
antibiotikum A 41030, antibiotikum A 47934 sadvel som de
enkelte faktorer, derivater og aglykoner deraf, fortrins-
vis teicoplanin eller en enkelt faktor, et derivat eller
en aglykon deraf.

Det er kendt at vancomycin og ristocetin A griber
ind i syntesen af peptidoglykan, der er den vigtigste
strukturkomponent i bakteriecellevaggen. Det formodes at
denne indgriben, der ferer til inhibering af cellevazksten
og til sidst til edelzggelse af cellen ved lysis, skyldes
en specifik binding mellem disse antibiotika og pentapep-
tid-prekusoren med en D-Ala-D-Ala-rest ved karboxylenden
(UDP-N-Acetylmuramylpentapeptid) (H.R. Perkins, Biochem.J.
111, 195, 1969).

Det blev opdaget for nyligt at ogsd teicoplanin
virker gennem den samme mekanisme ved at binde sig til det
voksende peptidoglykan i felsomme bakterier. Narmere be-
tegnet viste det sig at teicoplanin ligesom vancomycin og
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ristocetin A og lignende antibiotika binder sig til pep-
tidoglykaner indeholdende et D-Ala-D~Ala-dipeptid i kar-
boxyenden. Ved at gore det inhiberer de sandsynligvis den
bakterielle transpeptidase og forhindrer tverbindingen af
cellevakst-peptidoglykan. Disse antibiotika binder ogséd et
D-alanyl-D-alanin-dipeptid eller et D-alanyl-D-alanin-kar-
boxyterminalt oligopeptid. Ogsa de andre antibiotika af van-
comycinklassen har vist sig eller formodes at virke ved
den samme virkningsmekanisme, og de er derfor i stand til
at binde sig til et D-alanyl-D-alanin-dipeptid eller D-

~alanyl-D-alanin-karboxyterminalt oligopeptid, og de kan

fremkalde dannelse af ‘antistoffer mod dem i en egnet vart.
Hidtil kendte fremgangsmdder til bestemmelse af an-
tibiotiske stoffer, navnlig teicoplanin og de andre anti-
biotika af vancomycinklassen, er hovedsagelig baseret pa
TLC, HPLC og biobestemmelser pa folsomme mikroorganismer.
I betragtning af den for tiden foregdende terapeutiske an-
vendelse eller avancerede kliniske undersegelser af nogle
af disse antibiotika, bestdr der behov for bestemmelses-
metoder til bestemmelse af dem i vasker, navnlig biologiske

vasker, som er specifikke, hurtige, lette, pialidelige og

egnet til automatisering.

Navnlig er detekteringen af disse stoffer i legems-
eksaik&er, bronkie-ekspektorater, pus, hudprever fra brand-
sdrspatienter og lignende biologiske kilder sarlig vanske-

-lig med kendte teknikker eftersom der ofte fas falsk-po-

sitive resultater. Fremgangsmaden ifelge den foreliggende
opfindelse er i modsztning hertil ngjagtig og palidelig
ogsd pa sddanne prever.

Det b—alanyl—D—alanin—karboxyterminale oligopeptid
kan vere et tri-, tetra-, penta-, hexa- eller heptapeptid
hvor det karboxyterminale dipeptid er reprasenteret af D-
alanyl-D-alanin. Det foretrukne D-alanyl-D-alanin-karboxy-
terminale oligopeptid ifelge opfindelsen er tripeptidet
g-aminokaproyl-D-alanyl-D-alanin (i det felgende betegnet
e-Aca-D-Ala~D-Ala).
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Det D-alanyl-D-alanin-karboxyterminale oligopeptid
er konjugeret med en passende parer for at gere det adsor-
berbart pa en fast fase-overflade. En hensigtsmessig barer
kan i dette tilfzlde vare et hvilket som helst protein el-
ler andet hejmolekylart stof med evne til at blive kova-
lent koblet til D-alanyl-D-alanin-karboxyterminalt oligo-
peptid til dannelse af et konjugat som har evne til at ad-
sorbere (dvs. i stand til at indgd i fysiske bindinger) med
den valgte fast fase-overflade. Et foretrukket eksempel pa en
sidan bzrer er albumin, navnlig oksealbumin. Imidlertid er
ogsad &g-, humant eller svinealbumin brugbare.

Den fast fase-overflade til hvilken den D-alanyl-D-
alanin—karboxyterminalt'oligopeptid—barende bzrer er ad-
sorberet, er fortrinsvis overfladen af en analytisk bzrer.
I naerverende beskrivelse sigter udtrykket "analytisk ba-
rer" til et hvilket som helst analysemiddel som kan inde-
holde eller i det mindste eksponeres til flydende reagen-
ser og som derfor kan bruges som overflade der bzrer et
D-alanyl-D—alanin—karboxyterminalt oligopeptid konjugeret
med en passende makromolekylar berer. Foretrukne eksempler
herpd er mikrotiterplader af glas eller plast eller rea-
gensglas eller plastark. Den mest foretrukne "analytisk
barer" er reprasenteret af rummene i en polyztylen- eller
polystyren—mikrotiterplade.

Folgelig er den mest foretrukne "overtrukne analy-
tiske bazrer" (dvs. overflade med oligopeptidet baret derpa)
ifelge opfindelsen plastrum eller -ror overtrukket med fra
0,025 pg til 1 pm, fortrinsvis 0,1-0,2 pug (mikrogram) BSA-
g-Aca-D-Ala-D-Ala.

Som allerede navnt er den analyt der formodes at
vere til stede i "testoplesningen" et antibiotikum af van-
comycinklassen eller, mere generelt, et passende emne til
at binde sig til D-alanyl-D-alanin-dipeptidet eller D-ala-

nyl—D—alanin—karboxyterminalt oligopeptid.



10

15

20

25

30

35

DK 165075 B

4

"Antistoffer specifikt rettet mod det til bestem-
melse varende stof" er antistoffer der frembringes i et
dyr ved injektion af et passende konjugat af det til prev-
ning varende stof. Disse antistoffer kan vare konventio-
nelle antisera, der vindes ved immunisering af et dyr sé-
som en kanin, en rotte eller et andet pattedyr som ikke
er et menneske, eller det kan vere monokloneale antistof-
fer mod disse stoffer, fremstillet i det vasentlige ved
at felge den af C. Milstein og G. Koheler (Nature 256,

495-497 (1975)) angivne cellefusionsteknik.
Eftersom analytterne er haptener (dvs. at de ikke

er i stand til som sddanne af bevirke dannelse af anti-
stoffer mod sig ndr de injiceres i et fra mennesket forskel-
ligt pattedyr, men har immunogene egenskaber der kan ud-
trykkes (expressed) ndr de kobles til en passende moleky-
lerbzrer af hej molekylvegt sdsom et protein) konjugeres til -en pas-
sende bzrer, der i almindelighed er et protein sdsom okseserumal-
bumin forud for immuniseringen af det valgte vartsdyr.

Et hensigtsmassigt vartsdyr til fremstilling af et
konventionelt antiserum, der derefter kan renses eller frak-
tioneres til isolering af vedkommende IgG, er kaninen. I
modsztning hertil fremstilles monockloneale antistoffer kon-
ventionelt ved hjzlp af hybridomer vundet ved fusion af
rottemiltceller og homologe myelomceller i nervarelse af
et fusionsfremmende middel ved at man i det vasentlige fol-
ger ovennevnte fremgangsmdde ifslge Milstein og Koheler.
Til hensigtsm®ssig anvendelse ved fremgangsmdden ifelge
opfindelsen md hverken en signifikant andel af de polyklo-
neale anstistoffer i det konventionelle antisera eller de
monokloneale antistoffer, som kan reprazsentere de "anti-
stoffer som er specifikt rettet mod det til bestemmelse
verende stof", indgribe i bindingen af analytten (dvs. det
til bestemmelse varende antibiotikum) med dens "molekyla-
re receptor" (dvs. D-Ala-D-Ala-oligopeptidet adsorberet
pa vedkommende overflade), og md selvsagt ikke krydsrea-
gere med andre antibiotika tilherende klassen, der mitte
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vere til stede i preven og samtidig binde sig til den mo-
lekylzre receptor.

De "anti-anstistof-antisera", der bruges ved frem-
gangsmdden ifelge opfindelsen, er konventionelle antistof-
praparater mod immonuglobuliner G (IgG'er) fra en given
dyreart, som er den dyreart til hvilken det "ferste" an-
tistof (dvs. det der er rettet mod analytten) herer. Pre-
parater af disse antistoffer sdsom gede-antiserum til ka-
nin og gede-anti-rotte-antistoffer vindes ved konventionel-
le teknikker og er ogsd tilgangelige i handelen.

Den detekterbare marker som kobles med dette anti-

antistof-antiserum er en af de s=dvanlige "markerer" som
bruges i immunobestemmelser sdsom et enzym, en radioiso-

top eller et fluorescerende farvestof. Et foretrukket en-
zym er en peroxidase sasom peberrods-peroxidase, der af-
sleres og bestemmes kvantitativt kolorimetrisk ved hjealp
af et af dets kromogene substrater sdsom ortofenylendiamin
i nzrvarelse af hydrogenperoxid. Ogs& de anti-antistof-
antisera, som er koblet til den detekterbare marker, er
tilgengelige i handelen eller kan fremstilles ved konven-
tionelle fremgangsmader.

com det forstas af de sagkyndige kan koblingen af
det D—alanyl—D—alanin—karboxyterminale oligopeptid med den
onskede bzrer opnds ved hjalp af i og for sig kendte tek-
nikker. Hensigtsmessigt bruges der et koblingsmiddel; et
foretrukket koblingsmiddei er glutaraldehyd. Eksempler pa
andre kendte koblingsmidler er karbodiimider, diisocyana-
ter, anhydrider, diazoniumforbindelser, azider og cyano-
genbromid. Tilsvarende kan der bruges kendte koblingsme-
toder og -reagenser til kobling af anti-antistof-antiserum-
met til den detekterbare marker. Disse fremgangsmader af-
hznger i hovedsagen af den valgte detekterbare markers egen-
skaber. Nar den detekterbare marker er et enzym kan der
bruges koblingsprocedurer som de ovenfor omtalte. Ogsd i
dette tilfzlde er glutaraldehyd det foretrukne koblings-—
middel. Ved disse koblingsreaktioner kan mengdeforholdene
mellem reaktanterne varieres signifikant, selv om der 1
mange tilfelde foretrzkkes et forhold pd ca. l:1 mellem
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reagenserne. Desuden galder det i tilfalde af koblingsre-
aktionen mellem et D-alanyl—D-alanin—karboxyterminalt oli-~
gopeptid, som er €-Aca-D-Ala-D-Ala, 0g en makromolekylar
barer som er okseserumalbumin (BSA) at molforholdet mel-
lem disse to reagenser kan variere fra 1:1 til 10:1.
Beskrevet mere udferligt er en foretrukken udferel-
sesform af fremgangsmiden ifelge opfindelsen som folger:

(a) Fremstilling af en stardardkurve med kendte mazng-
der af analytten i en passende fortyndingspuffer,

(b) fremstilling af preverne-og derefter fortynding af
dem i samme fortyndingspuffer som ovenfor,

(c) serskilt tilsaztning af standard fortyndingen og
proverne til den foran definerede overtrukne ana-
lytiske barer,

(d) efter inkubering ved stuetemperatur i en fugtig,
dzkket kasse, vask af den overtrukne analytiske
bzrer og tilsaztning af et preparat af det "forste"
antistof (anti-analyt-antistof), hensigtmessigt’
fortyndet i ovennasvnte fortyndingspuffer,

(e) efter fornyet vask af den overtrukne analytiske
bzrer og terring, tilsztning af det "andet" anti-
stofpraparat (anti-antistof-praparat) hvori det
arts-specifikke antistof er koblet til en detek-
terbar marker og til slut

(£) ved bestemmelse af den "detekterbare marker" bun-
det til det overtrukne analytiske system, evalue-
ring af koncentrationen af analytten i preven under
sammenligning med vardierne i standardkurven.

Den ovennavnte fortyndingspuffer er en vandig puf-
fer og fortrinsvis fosfatpufret saltoplesning ved en pH-
vardi mellem 7,0 og 7,5. Nar preven er serum, bronkial
ekspektorater, pus eller hud, indeholder fortyndingspuf-
feren fortrinsvis 10-30 rumfangs% og navnlig ca. 20 rum-
fangs% serum eller et serumproteinpraparat.
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En fordel ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen be-

star i, at det nu er muligt let o9 hurtigt at bestemme et

af vancomycinklassen i nzrverelse af en an-
Mens faktisk al-

antibiotikum
den forbindelse herende til samme klasse.
le antibiotika af vancomycinklassen kobles selektivt, om-
end i forskelligt omfang, til et D—Ala—D—Alg-karboxytermi—
nalt peptid, vil kun det til prevning varende antibioti-
kum reagere med det specifikke antistof. Ved bestemmelse
af en biologisk vaeske, der fx indeholder to antibiotika af
vancomycinklassen (£x vancomycin og teicoplanin) ved hj=lp

af fremgangsmaden ifelge opfindelsen, vil begge antibio-

tika blive selektivt pbundet til den analytiske barer hvor-

til der er adsorberet til overfladen et D-alanyl-D-alanin-

karboxyterminalt oligopeptid som er konjugeret med vedkom-
mende makromolekylare barer, mens alle de andre stoffer
som er til stede i preven og sedvanligvis vil forstyrre,
vil blive vasket bort. Derefter vil det specifikke anti-
stof (fx et antistof rettet mod teicoplanin) kun binde

sig til det relevante antibiotikum (fx teicoplanin) bun-
det til det adsorberede D-alanyl-D-alanin-peptid, men ik~
ke til det andet tilsvarende pbundne antibiotikum (fx van-
comycin).

Det species-specifikke anti-antistof-antiserum kob-
jet med den detekterbare marker, vil, nar det ferst er til-
szt, derfor binde sig specifikt til anti-analytten (i det-
te tilfzlde anti-teicoplanin)-antistof der for sit vedkom-
mende er bundet til den "stationzre fase" i kraft af bin-
dingen af det specifikke antigen (i dette tilfazlde teico-
planin). Den pafelgende evaluering af det "bundne" species
specifikke anti-antistof-antiserum ved hjelp af detekte-
ringen af den koblede "marker" er derfor kun korreleret
til det specifikke antibiotikum af klassen, som er den
valgte genstand for bestemmelsen (i dette tilfzlde teico-
planin), selv i nerverelse af andre antibiotika af samme

klasse (i dette tilfezlde vancomycin).
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En foretrukken udferelsesform for fremgangsmaden i-
folge opfindelsen er en fremgangsmdde som beskrevet oven-
for, hvor den analytiske bazrer p& overfladen bzre et D-
alanyl-D-alanin-karboxyterminalt oligopeptid konjugeret
med en passende makromolekylar barer med ‘evne til at ad-
sorbere til navnte overflade, er rummene (wells) i en
plast-mikroplade overtrukket med BSA-e-Aca-D-Ala-D-Ala,
hvorhos de antistoffer som er rettet mod det til detekte-
ring varende stof er kanin-antisera mod et antibiotikum
af vancomycinklassen, og det med en detekterbar marker kob-
let anti-antistof-antiserum er gede-antiserum for kanin-
IgG koblet med en peroxidase.

Kanin-antisera mod et forud bsstemt antibiotikum
af vancomycinklassen ("forud bestemt antibiotikum") vin-
des ved at man gentagne gange (fx hver tredje uge i tre
mdneder) i kaniner injicerer et effektivt anti-"forudbe-
stemt antibiotikum"-antistof som bevirker dannelse af et
"forudbestemt antibiotikum"-albuminkonjugat frembragt
ved kobling af det "forudbestemte antibiotikum" og okse-
serumalbumin ved hjelp af i og for sig kendte metoder, fx
ved at anvende omkring 1-10 vagtdele af det "forudbestem-
te antibiotikum" per vagtdel okseserumalbumin.

Der udtages blod ugentligt fra dyrene og anti-"for-
udbestemt antibiotikum"-antistof-titere bestemmes ved en
analysemetode, fx en ELISA-metode under anvendelse af en
analytisk bzrer overtrukket med samme "forudbestemte an-
tibiotikum" og en passende detekterbar sonde (probe), fx
gede-antiserum til kanin-IgG koblet med peroxidase. NAr
der er opndet en analytisk effektiv antistofproduktion ud-
tages der blod fra dyrene og antiserummet udvindes, hvor-
efter det eventuelt underkastes yderligere rensning i ho-
vedsagen til fjernelse af anti-okse-serumalbumin immuno-
globuliner. Denne rensning kan indebzre absorptionskroma-
tografering ved en modificeret matrix, fx en matrix frem-
stillet ved kobling af okseserumalbumin med en agarosegel
(fx "Sepharose"g% aktiveret pa i og for sig kendt made.
Med betegnelsen "analytisk barer" anvendt her menes det
samme som foran. Serlig er PVC-mikroplader, reagensglas
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eller plastark med evne til pd overfladen at

ret analytisk detekterbare mezngder af det "forudbestem-
" egnede midler til anvendelse ved analyse-

f& absorbe-

te antibiotikum

metoden.

Foruden at vare nyttig til specifikt, hurtigt og

let at detektere og bestemme analytten i oplesninger sa-

som oplesninger fra gazringssupper eller ekstrakter, er

den foreliggende fremgangsmade ogsd anvendelig til detek-

tering og bestemmelse af biologiske vasker sdsom blod og
fraktioner deraf, urin, legemsekssudater, pus, bronkie

ekspektorater og hud.
For at anvende den foreliggende fremgangsmade pa en

gisk vaske er det i almindelighed ikke nedvendigt at
men som regel

biolo
foretage en sarlig forbehandling af preven,
sjeldent, koncentrering af

vil fortyndingen med puffer (og,
erlige anvendelsesomra-

preven), s& den kommer ind i det s
de for fremgangsmaden under de valgte betingelser, vare til-

strakkelig.
Fortrinsvis opnds kalibreringskurven med et standard-

prazparat af analytten oplest i samme biologiske vaske som
den til bestemmelse verende preve.

I tilfzlde af bronkieekspektorater, ekssudater,
pus og hud er det i almindelighed ngdvendigt at homogeni-
sere preven fer analysen pa sedvanlig made. Preven fortyn-
det som regel med en puffer, normalt fer homogenisering.

Fortrinsvis sattes der til pufferen, der er en van-
dig puffer med en pH fra 7 til 7,5, serum eller serumpro-
teiner, omkring 10-30% af det samlede rumfang og fortrins-
vis ca. 20% af det samlede rumfang af fortyndingspufferen.

En foretrukken udferelsesform for fremgangsmaden i-
felge opfindelsen bestar i anvendelse af anti-teicoplanin-
antiserum som ikke krydsreagerer med vancomycin, avoparcin,
ristocetin, antibiotikum A 35512 B, actaplanin, antibioti-
kum A 41030, antibiotikum A 47934 og de andre antibiotika
af vancomycinklassen.

Det foretrukne anvendelsesomrdde for den forelig-
gende fremgangsmade er 10-1000 ng/ml analyt og det mest
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foretrukne_omréde er 10-100 ng/ml. Prazcisionen (inter as-
say precision; CV) er i almindelighed mellem 10 og 15%.

Nojagtigheden og pracisionen af fremgangsmaden kan
forbedres yderligere ved en god forsegsudformning som sig-
ter til at bringe fejlene til et minimum, ved hjzlp af
kendte statistiske fordelingsmetoder.

Den "analytiske barer" &z egnet
til anvendelse i sdvel manuelle som automatiserede preve-
procedurer. Denne fleksibilitet er af s@rlig betydning for
at tilfredsstille den endelige brugers behov. Faktisk kan
en automatiseret fremgangsmide vare yderst nyttig i kli-
nisk overvagning af mange patienter under behandling, fx
til at fere kontrol med den terapeutiske dosis og for at
studere lzgemidlets fordeling i de biologiske vasker, mens
en manuel fremgangsmdde kan vare tllstrakkellg til analyse
i laboratoriemdlestok.

Den foreliggende opfindelse angdr ogs& et analyse-

‘szt til anvendelse ved udevelse af fremgangsmadden ifelge opfindelsen
til let, hurtig, pdlidelig og nejagtig bestemmelse af en

analyt af vancomycinklassen som har den egenskab at kunne
binde sig til en "molekylar receptor" reprasenteret af et
D-alanyl-D-alanin-dipeptid eller et D-alanyl-D-alanin-
karboxyterminalt oligopeptid. Dette analysesat er ifslge
opfindelsen ejendommeligt ved det i krav 6's kendetegnende
del angivne og kan desuden med fordel vere udformet som

angivet i krav 7's kendetegnende del.
Som allerede navnt reprasenteres en foretrukken

"analytisk bazrer med en overflade som understottet et D-
alanyl-D-alanin-karboxyterminalt oligopeptid konjugeret
med en passende makromolekylzr barer med evne til at ad-
sorbere til_navnte overflade" (den overtrukne analytiske
barer) af plastrum (plastic wells) i plader til mikroti-
treringer, reagensglas eller plastark overtrukket med fra
0,025 mikrogram til 1 mikrogram og fortrinsvis 0,1-0,2 mi-
krogram BSA-g-Aca-D-Ala-D-Ala.



10

15

DK 165075 B

11

Den mzngde antistof, der er specifikt fra analyt-
ten i det forste antistofprzparat, ma overstige mzngden af
den analyt der skal detekteres. Det reprasenteres af et
monoklonealt antistof eller af et polyklonealt antistof,
fortrinsvis vundet ved immunisering af kaniner med en he-
jere antistoftiter end 10—4 pd tidspunktet for bledningen.

Det er klart koncentrationen af det "andet" anti-

stofpraparat, dvs. det species-specifikke antistofprazparat,
star i relation til koncentrationen af det "ferste" anti-

stof som skal bindes til analytten pa den bazrende faste
overflade og ber vare i @kvimolaert forhold eller i passen-
de overskud.

Det vil forstds for de sagkyndige at ikke blot kan
der om ensket vere andre komponenter til stede i reagens-
szttet sdsom pufferoplesningerne, detekteringsmidler etc.,
men eventuelt kan nogle af szttets komponenter foreligge

i sarskilt form, men til samme anvendelse. _
De folgende eksempler tjener til narmere belysning

af opfindelsen.
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Eksempel 1

Fremstilling af BSA-e-ACA-D-Ala-D-Ala

a) Konjugering af g-aminokaproyl-D-alanyl-D-alanin
(e-Aca~D-Ala-D-Ala) til okseserumalbumin (BsA)

€-Aca-D-Ala-D-Ala konjugeres til BSA ved en "to-
trinsmetode” under anvendelse af glutaraldehyd som det bi-
funktionelle koblingsreagens: 250 mg BSA opleses i 4,5 ml
0,1 M Na-karbonat/bikarbonat-puffer ved PH 9,5. Der tilsat-
tes 0,5 ml 25%s vandig oplesning af glutaraldehyd og man
lader blandingen reagere i 1 time ved stuetemperatur. Re-
aktionsmassen dialyseres derefter natten over mod 0,9%s
NaCl.

125 mg e-Aca-D-Ala-D-Ala opleses i 0,5 ml 0,5 M
Na-karbonatpuffer ved pH 9,5, sattes til den dialyserede
reaktionsmasse og omreres i 6 timer ved stuetemperatur.
Derpd tilsattes der 0,5 ml 1M lysin og blandingen holdes
pPa stuetemperatur i 2 timer for at blokere de ikke-reage-
rede aktive grupper. Konjugatet dialyseres derefter mod
0,05 M RK-fosfat indeholdende 0,15 M NaCl, pH 7,3.

b) Gelfiltrering af konjugatet

For at rense konjugatet fra overskydende ikke-rea-
geret materiale eller lavmolekylare biprodukter, fores den
pPi den ovenfor beskrevne made dialyserede blanding gennem
en koleskabskgolet "Sephacryl"g)S—ZOO kolonne (kovalent
tvarbundet alkyldextran og N,N'-metylen—bis—akry;amid med
kontrolleret poresterrelse; Pharmacia Fine Chemicals) med
en sterrelse pd 0,8 cm x 100 cm hvorved det bringes i kon-
takt og elueres med PBS pH 10,4 (stremningshastighed 10
ml/time). Elueringen overviges spektrofotometrisk ved re-
gistrering af transmissionen ved 280 nm. Fraktioner sva-
rende til den top der elueres med kolonnens mellemrgms -~
rumfang forenes (samlet rumfang 15 ml), neutraliseres med
1 M HC1 og fortyndes fire gange med PBS pH 7,3. Prever pa
0,5 ml af denne blanding fordeles i ampuller, fryseterres

og opbevares ved -80°c.
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Eksempel 2

Overtrazkning af mikroplader med BSA-g-ACA~D-ALA-D-ALA

En.stamoplesning til ugentlig fremstilling af mi-
kroplader fremstilles ved oplesning af en ampuls indhold
af fryseterret BSA-e-Aca-D-Ala-D-Ala (blev fremstillet
som beskrevet i det fdregéende eksempel) i PBS pH 7,3
(0,5 ml); denne oplesning kan opbevares i uger uden tab af
aktivitet og egner sig derfor til anvendelse som stamop-
lesning til ugentlige anvendelser.

Rummene (wells) af mikroplader ("Falcon"®
test III, Flexible Assay Plate; Becton Dickinson and Co.,
Oxnard, California 93030) fyldes med 100 mikroliter pr.
rum af en 1/200 fortynding af denne stamoplesning, bort-

set fra at en lodret razkke rum (hensigtsmessigt den sidste),
der holdes som en preve. Disse blindpreverum fyldes med

Micro-

’

100 mikroliter PBS pH 7,3. Mikropladerne inkuberes i 3 ti-
mer ved stuetemperatur i en tildzkket kasse og vaskes der-
efter fem gange ved temning og genfyldning med destilleret
vand. Der tilsattes 200 mikroliter/rum 3%s BSA i PBS pH

7,3 og det henstod til adsorbering i 2 timer ved stuetem-
peratur for at blokere uovertrukket plastoverflade. Pla-

derne vaskedes pa ny med destilleret vand, rystedes torre

og opbevaredes ved 4°c indtil anvendelsen.

Eksempel 3

Fremstilling af anti-teicoplanin-antiserum

Der bruges et teicoplanin—albumin—konjugat (T~BSA)
til immunisering af kaniner for at bevirke dannelse af an-
ti-teicoplanin-antistoffer.

T-BSA fremstilles ved kobling af 200 mg teicopla-
nin til 50 mg BSA under anvendelse af 300 mg l-&tyl-3-(3-
metylaminopropyl)-karbodiimid-hydroklorid som koblingsmid-
del i 5 ml vand ved pH 5,5 ifelge Goodfriend et al. (T.L.
Goodfriend, C. Levine og G.D. Fasman, 1964, Science 144,
1344). Det vundne T-BSA dialyseres natten over, frysetoer-
res og suspenderes derefter i en koncentration pa 1 mg/ml
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i en fysiologisk oplesning indeholdende 50 rumfangs% af
Freunds adjuvant. Fem sunde hvide hun-kaniner af stammen
New Zealand far hver subkutant injiceret 1,2 ml af oven-
nzvnte oplesning. Der foretages forsterkningsinjektioner
i hver kanin med 0,5 ml af samme antigen-oplesning hver
3. uge i tre maneder. I lgbet af denne periode udtages
der ugentlig blod fra dyrene Oog anti-teicoplanin-titere
bestemmes ved hjzlp af en ELISA-metode med teicoplanin-
overtrukne mikroplader under anvendelse af peberrodsper-
oxidase-merket gede-antiserum til kanin IgG som den afsle-
rende sonde.

Den ovennavnte ELISA-metode udfores pa felgende
méde:

PVC-mikroplader ("Falcon“®>Microtest ITI Flexible
Assay Plate) fyldes med 0,1 ml/rum af en oplesning inde-
holdende 0,4 g/1 teicoplanin og 58 g/l NaCl. Mikroplader-
ne inkuberes i 3 timer ved 37°C i en tildzkket kasse og
vaskes derefter tre gange ved temning og genfyldning med
fosfatpufret saltvand pH 7,3 (0,15 M NaCl, 0,05 M natrium-
fosfat).

En oplesning af BSA (30 g/1) i fosfatpufret salt-
vand pH 7,3 (0,15 M NaCl, 0,05 M natriumfosfat) indferes
i rummene (0,2 ml/rum) og far lov til at adsorbere i 2 ti-
mer ved stuetemperatur for at blokere den uovertrukne plast-
plade. Pla&erne vaskes pa ny tre gange med fosfatpufret
saltvand pH 7,3 (0,15 M NaCl, 0,05 M natriumfosfat) hvor-
efter der tilszttes kanin-antiserum til testoplesning (0,1 ml/
rum) ved forskellige fortyndinger i logaritmisk skala
(fra 1:10 til 1:106) og far lov til at reagere med de sen-
sitiverede rum i 2 timer ved 37°C. Efter grundig vask med
fosfatpufret saltvand pH 7,3 (0,15 M NaCl, 0,05 M natrium-
fosfat) sazttes der et gede-antiserum til kanin-IgG, mer-
ket med peberrodsperoxidase, til rummene (0,1 ml/rum) og
far lov til at reagere i 1 time ved 37°C. Efter grundig
vask med fosfatpufret saltvand pH 7,3 (0,05 M natriumfos-
fat, 0,15 M natriumklorid) indeholdende 0,01 rumfangs$%
"Tween‘g 20, rystes mikropladerne terre og til hver mikro-
titer-rum sattes der 0,2 ml af den peroxidasesubstrat-kro-
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mogene oplesning (1 mg/ml o-fenylendiamin, 5 mM hydrogen-
peroxid i 0,1 M natriumcitratpuffer pH 5) til hvert mikro-
titerrum.

Man lader farven blive fremkaldt i 30 minutter ved
stuetemperatur og farveudviklingen standses ved tilsatning
af 4,5 M svolvsyre i en mangde pa 0,05 ml pr. rum.

Efter 15 minutter males absorptionen ved 492 nm.
Antistoftiteren udtrykkes som den fortyndingsfaktor der
giver 0,2 optiske tathedsenheder.

Nar antistoftiteren er mindst l:lO4 er der opnaet
analytisk effektiv antistofproduktion, og dyrene tommes
helt for blod og det onskede antiserum udvindes 0og opbe-

vares ved -20°C indtil brugen.

Eksempel 4

Rensning af antiteicoplanin kanin-antiserum pd BSA-agarose
Der fremstilles en modificeret matrix ved kobling
af 80 mg okseserumalbumin (BSA) med CNBr-aktiveret "Sepha-
rose"g)(lo ml kvaldet harpiks) under anvendelse af 0,1 M
natriumkarbonatpuffer pH 8,3 som koblingspuffer. Denne
BSA-agarosematrix bruges derefter til at fjerne anti-BSA-
immunoglobuliner fra det antiserum,der er vundet i henhold
til det foregdende eksempel 3 ved portionsvis adsorptions-
kromatografering ved at 2 ml af navnte kanin-antiserum brin-
ges i kontakt med den sedimenterede BSA-agarosematrix. Den-
ne blanding far lov til at std i kontakt i 1 time ved stue-
temperatur og udhzldes derefter pa et glasfilter under vask
tre gange med 6 ml fosfatpufret saltoplesning pH 7,3 (0,05
M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid) indeholdende 3% v/r
(vagt/rumféng, dvs. forhold mellem fast stof og vaske som
mellem gram og ml) BSA og 0,05 rumfangs$% "Tween"GDZO. Det
udvundne filtrat svarer til en tiganges oplesning af det

oprindelige antiserum, hvorfra anti-BSA-antistofferne er

blevet fjernet.
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Eksempel 5

Bestemmelse af teicoplaninholdige oplegsninger

Der fremstilles en standardkurve ved scalzre for-
tyndinger af teicoplanin til koncentrationer pad fra 0,001
til 1 mikrogram/ml i fosfatpufret saltvand pH 7,3 (0,05 M
natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid) indeholdende 3% v/r
BSA og 0,05 rumfangs$ "TweenJE)ZO (0,1 ml). Af disse op-
lesninger sdvel som af de prover der er blevet fortyndet
ti gange i éerumpufféren settes der sarskilt in triplo til
rummene i BSA-e-~Aca-D-Ala-D-Ala-overtrukne fleksible pla-
der tilberedt i overensstemmelse med den i foran stéende
eksempel 2 beskrevne fremgangsmade. Oplesningen med den
hojeste koncentration szttes ogsd til "blindrummene" (dvs.
de rum som ikke er overtrukket med den specifikke D-Ala-
D-Ala-binder) for at bedemme den uspecifikke binding. Hver
af mikropladerne inkuberes derefter i 2 timer ved stue-
temperatur i en fugtig, d=zkket kasse og vaskes otte gange
ved temning og genfyldning med fosfatpufret saltoplesning
PH 7,3 (0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid inde-
holdende 0,05 rumfangs% "Tween*g)ZO) og rystes tor.

Renset kanin-antiserum mod teicoplanin, tilberedt
i overensstemmelse med foran stiende eksempler 3 og 4,
fortyndes derefter 50 gange med fosfatpufret saltoplesning
(0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid, pH 7,3, inde-
holdende 3% v/r BSA og 0,05% rumfangs$ "Tween"® 20); 100
mikroliter af denne oplesning sattes til hver rum og far
lov til at reagere i 1 time ved stuetemperatur. Efter vask
otte gange med fosfatpufret saltoplesning pH 7,3 (0,05 M
natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid indeholdende 0,05 rum-
fangs% "Tween“®>20) og rystning til terhed som beskrevet
ovenfor, sattes der til hvert rum 100 mikroliter af en 1
til 500 ganges fortynding i fosfatpufret saltoplesning af
peberrodsperoxidase-konjugeret gede-antiserum til kanin-
IgG (Bionetics Inc.), og det hele henstar i 1 time ved
stuetemperatur. Derefter vaskes hvert rum pa ny med fos-
fatpufret saltoplesning pH 7,3 (0,05 M natriumfosfat, 0,15
M natriumklorid indeholdnde 0,05 rumfangs$ "Tween&® 20),
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og der rystes til terhed som beskrevet ovenfor hvorpad der
til hvert rum sattes 200 mikroliter/rum af en oples-

ning af peroxidase-kromogent substrat (1 mg/ml o-fenylen-
diamin, 5 mM hydrogenperoxid i 0,1 M natriumcitratpuffer,
pH 5), og man lader farven blive fremkaldt i 30 minutter
ved stuetemperatur. Farveudviklingsreaktionen standses der-
efter ved tilsztning af 4,5 M svovlsyre i en mengde pa 50
mikroliter/rum og efter 15 minutter males absorptionen ved-
492 nm i et "Titertek‘® Multiscan-fotometer (Flow Lab. Inc.).
Der opnds bindingskurver ved at man stiller verdierne for
absorptionen op som en funktion af koncentrationen af tei-
coplanin pd et semi-log papir. Der opnds en dosis-respons-
kurve med teicoplanin i omradet fra 0,01 mikrogram/ml til

1 mikrogram/ml, og koncentrationen i preoven bestemmes ved
interpolation pa standardkurven.

Den gentagne bestemmelse af oplesninger indeholdende
kendte mengder teicoplanin pa den ovenfor beskrevne made
viser at denne metode tilfredsstiller de analytiske fordrin-
ger med hensyn til felsomhed, pracision og negjagtighed.

Der blev ikke iagttaget nogen binding ved gentagel-
se af den foran beskrevne metode under anvendelse af op-
losninger af avoparcin, ristocetin, actaplanin, antibioti-

kum A 35512 B, antibiotikum A 41030, antibiotikum A 47934

og vancomycin.

Eksempel 6

Bestemmelse af teicoplanin indeholdende serumprever

Der fremstilles en standardkurve med scalzre for-
tyndinger af teicoplanin i koncentrationer pd fra 0,001
til 1 mikrogram/ml i fosfatpufret saltoplesning pH 7,3
(0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid) indeholdende
3% v/r BSA, 0,05 rumfangs$ “Tween"@)zo og 20% menneske-
serum.

Proverne fortyndes 5 gange i serumpufferen og 0,1
ml af disse oplesninger sattes in triplo til rummene i BSA-
g-ACA-D-Ala-D-Ala-overtrukne fleksible plader fremstillet

i overensstemmelse med den i foranstdende eksempel 2 be-
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skrevne fremgangsmadde. Oplesningen med den hejeste koncen-
tration sattes ogsd til "blindrummene" (dvs. de rum som
ikke er o§ertrukket med den specifikke binder D-Ala-D-Ala)
for at bedemme den uspecifikke binding. Hver af mikropla-
derne indkuberes derefter i 2 timer ved stuetemperatur i
en fugtig dakket kasse og vaskes otte gange ved temning og
genfyldning med fosfatpufret saltoplesning pH 7,3 (0,05 M
natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid indeholdende 0,05 rum-
fangs% "Tween"® 20) og rystes tor.

Renset kanin-antiserum mod teicoplanin, fremstil-
let i overensstemmelse med foranstdende eksempler 3 og 4,
fortyndes derefter 50 gange med fosfatpufret saltoplesning
(0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid,lg? 7.3, in-
deholdende 3% v/r BSA, 0,05 rumfangs? "Tween"™ 20 og 20%
menneskeserum) .

100 Mikroliter af denne oplesning sattes til hvert
rum og férilov til at reagere i 1 time ved stuetemperatur.
Efter vask otte gange med fosfatpufret saltoplesning pH 7,3
(0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid indeholdende
0,05 rumfangs$ "Tween£® 20) og rystning til terhed som be-
skrevet foran, sattes der til hvert rum 100 mikroliter af
en 1 til 500 ganges fortynding, i fosfatpufret saltoples-

ning indeholdende 20% menneskeserum, af peberrodsperoxida-

se-konjugeret gede-antiserum mod kanin-IgG (Bionetics Inc.),
og det hele henstdr i 1 time ved stuetemperatur. Derpd
vaskes hvert af rummene p& ny med fosfatpufret saltoples-
ning pH 7,3 (0,05 M natriumfosfat, 0,15 M natriumklorid in-
deholdende 0,05 rumfangs® "Tween"™ 20) 0og rystes teor som
beskrevet ovenfor, og til hvert rum szttes der 200 mikro-
liter/rum af en oplesning af peroxidase-kromogent substrat
(1 mg/ml o-fenylendiamin, 5 mM hydrogenperoxid i 0,1 M na-
triumcitratpuffer, pH 5), og man lader farven fremkalde i
30 minutter ved stuetemperatur. Farveudviklingsreaktionen
standses derefter ved tilsatning af 4,5 M svovlsyre i en
mengde pd 50 mikroliter/rum og efter 15 minutter miles ab-
sorptionen ved 492 nm i et "Titertekﬁg)Multiscan—fotome—
ter. Der opnas bindingskurver ved at man opstiller vardi-

erne for absorptionen som en funktion af koncentrationen
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af teicoplanin pad et semi-log papir. Der opnds en dosis-
respons-kurve med teicoplanin i omrddet 0,01 mikrogram/
ml til 1 mikrogram/ml, og koncentrationen i preven bestem-
mes ved interpolation pa standardkuven.

Den gentagne bestemmelse af oplesninger indeholden-—
de kendte mangder teicoplanin pa den ovenfor beskrevne ma-
de viser at denne metode tilfredsstiller de analytiske for-

dringer med hensyn til felsomhed, prazcision og nejagtighed.

I det ovenfor eksemplificerede tilfalde opnas der
felgende resultater, der ogsd galder alment for enhver an-

vendelse af fremgangsmaden ifelge opfindelsen:

Anvendelsesomrdde (pd& basis af gentagne forseg):

fra 10 ng/ml
foretrukket anvendelsesomrade fra 10 ng/ml til 1

mg/l teicoplanin.

Prazcision:
- inden for den enkelte bestemmelse: CV% lig med 10,5

- mellem preverne: CV%$ lig med 13,2.

Der iagttoges ingen binding ved gentagelse af den
ovenfor beskrevne metode og anvendelse af oplesninger af
avoparcin, ristocetin, actaplanin, antibiotikum A 35512 B,
antibiotikum A 41030, antibiotikum A 47934 og vancomycin.

Under anvendelse af i det vasentlige samme fremgangs-
madde som beskrevet i eksempel 6 pa pus, bronkial ekspekto-
rater og forbrzndte hudprever fra patienter behandlet med
teicoplanin, er koncentrationen af dette antibiotiske stof
bestemt efter homogenisering af proven i den 20%s serum-
pufret oplesning som er beskrevet i ovenstdende eksempel.
Metoden opretholdte ogsd pd disse prever samme niveau med
hensyn til felsomhed, nejagtighed og przcision som er rap-

porteret ovenfor.
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Fremstilling af teicoplanin
Teicoplanin fremstilles ved dyrkning af stammen

Actinoplanes teichomyceticus ATCC 31121 som angivet i US-
patentskrift nr. 4.239.751 og renses ved hjzlp af sejle-~
kromatografering pa "Sephaciex'® eller ved anden dermed

&kvivalent rensningsteknik.

PATENTEKRAV
1. Fremgangsmade til bestemmelse af en analyt som
er et antibiotikum af vancomycinklassen og binder sig
til en molekylaer receptor reprasenteret af et D-alanyl-
D-alanin-dipeptid eller et D-alanyl-D-alanin-karboxy-
terminalt oligopeptid, k end e t e gn e t ved at man

bringer en testoplesning i kontakt med en overflade
som understetter et D-alanyl-D-alanin-karboxtermi-
nalt oligopeptid, fortrinsvis s-aminokaproyl-D-ala-
nyl-D-alanin, konjugeret med en passende makromole-
kyler bazrer, fortrinsvis et protein, iszr et albu-
min, med evne til at adsorbere til navnte overflade,
efter skylning tilsztter, antistoffer som er spe-
cifikt rettet mod det stof som skal detekteres, og

‘afslorer disse antistoffer bundet til antigenet pa

den stationare fase ved hjzlp af et antispeci-
fikt anti-IgG-antistof rettet mod disse bundne an-
tistoffer (anti-antistof-antiserum) koblet til en
detekterbar markor.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, k ende t e gnet
ved at analytten er udvalgt blandt vancomycin, teicoplanin,
actaplanin, ristocetin, avoparcin, actinoidin, antibiotikum LL-AM-374,
antibiotikum A 477, antibiotikum OA 7653, antibiotikum
A 35512 B, antibiotikum A 515668, antibiotikum AAD 216,
antibiotikum A 41030, antibiotikum A 47934 eller en in-
dividuel faktor, et derivat eller en aglycon deraf, for-
trinsvis teicoplanin eller en individuel faktor, et deri-
vat eller en aglycon deraf.
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3. Fremgangsmidde ifelge krav 1, k e n detegnet
ved at bazresubstratet er rum i mikrotiterplader eller rea-
gensglas eller plastark, fortrinsvis rum i polyatylen- el-
ler polystyren-mikrotiterplader.

4 .Fremgangsmadde ifelge krav 1, kendetegnet
ved at det specifikke antistof er et kanin-antistof og at
det arts—specifikke‘anti—antistof—antiserum er et gede-
antiserum mod kanin-IgG.

5. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet
ved at det specifikke antistof er et monoklonealt antistof
som ikke svakker bindingen af analytten til den adsorbere-
de molekylare receptor.

6. Analysesat til anvendelse ved den i krav 1 angivne

fremgangsmidde, k ende tegnet ved at det indehol-

der

a) en analytisk bzrer hvor en overflade understetter

et D—alanyl—D—alanin—karboxyterminalt oligopeptid,

fortrinsvis g-aminokaproyl-D-alanyl-D-alanin, kon-

-jugeret med en makromolekylar barer, fortrinsvis et

protein og navnlig albumin, med evne til at adsor-

bere pad navnte overflade, og

b) et antistofprzparat indeholdende antistoffer speci-
fikt rettet mod den analyt som er det stof der skal
detekteres, og eventuelt

7. Analysesat ifelge krav 6, kendetegnet ved

at det tillige indeholder
c) et arts-specifikt anti-antistof-praparat indehol-

dende antistoffer specifikt rettet mod immunoglobu-
liner hos den dyreart hvorfra de "ferste" antistof-
fer rettet mod analyttens stammer og som er koblet
med en detekterbar marker.
8. Analysesat ifelge krav 6, k end et egmne t
ved at den analytiske bzrer er rummene i mikrotiterplader,
reagensglas eller plastark, fortrinsvis rummene i polyaty-

len- eller polystyren-mikrotiterplader.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

