[B] (1) UTLEGNINGSSKRIFT M 149864

[C] (45) PATENT MEDDELT
~_ 4. JULI 1984

NORGE (st o €2 G 01 N 33/54, C 08 L 71/00
[NO]
STYRET (21) Ppatentsgknad nr. 760203
FOR DET INDUSTRIELLE (22) Inngitt 22.01.76
RETTSVERN (24) Lepedag 22.01.76
(41) Alment tilgjengelig fra 30.07.76

(44) Sgknaden utlagt, utlegningsskrift utgin 26.03.84

(30) Prioritet begjaert

29.01.75, 06.03.75, 19.09.75, USA, nr. 545066,
555908, 615024

(54) Oppfinnelsens benevnelse ImMmunologisk reagens.

(71)(73) Seker|Patenthaver

(72) Oppfinner

(74) Fullmektig

(56) Anfarie publikasjoner

COOPER LABORATORIES INC.,
3145 Porter Drive,

Palo Alto, Ca,

USA.

CARLTON DEATON,
Garden Grove, CA,
USA.

Cand.mag. Johan H. Ggrbitz,
Bryn & Aarflot A/S, Oslo.

BRD (DE) off.skrift nr. 1598151

USA (US) patent nr. 3770631, 3816262

Litt.: Hellsing, K., "Protids of Biological
Fluids", Vol. 21, s. 579-583 (1974)

Lundkvist, U., et al., Immunology, Vol. 23,
s. 413-422, (1972)



. 149864

Denne oppfinnelse angdr generelt et immunologisk reagens
som er i stand til & forsterke en immunologisk felningsreaksjon.
Mer spesielt angdr oppfinnelsen en immunologisk reagensoppl@gsning
som kan anvendes ved en rekke forskjellige immunologiske male-
metoder.

Det eksisterer tallrike immunologiske malemetoder med sterkt
varierende metodikk, som gjgr det ngdvendig pd et eller annet trinn
ved malingen og for varierende formadl, & gjgre sa mye som mulig av
antigen-antistoff-komplekset uopplgselig. Uopplgseliggjgrelse av
komplekser spiller f.eks. en viktig rolle ved slike illustrerende,
viktige vanlige immunologiske mdlemetoder som elektroforetisk
analyse, enzymatisk mdling, radioimmunclogisk mé&ling (RIA) og
nefelometriske malinger, og mye arbeid har vaert rettet mot ut-
vikling av midler for & gke uopplgseligheten av kompleksene for &
forbedre disse mdlinger. Normalt er uopplgseliggjgrelse av
kompleksene ngdvendig for & isolere det immunologiske reaksjons-
produkt fra de uomsatte immunologiske reaéenser som er med ved en
spesiell mdling, slik at enten det isolerte reaksjonsprodukt
eller de uomsatte reagenser kan analyseres separat for & gi en
meningsfyllt diagnostisk maling.

For en immunologisk mdlemetode som f.eks. omfatter en
nefelometrisk analyse, er det kjent & fortynne maleprgver med en
opplgsning av polyetylenglykol-polymer f@gr bade inkubering av
prgven og avlesning pd det nefelometriske instrument. Selv om
polyetylenglykol forbedrer den nefelometriske analyse ved & gke
konsentrasjonen av suspenderte partikler, og derved forbedre
analysen, stdr man imidlertid tilbake med det problem at til-
fredsstillende analyse av mange biologiske komponenter ikke kan
foretas pa grunn av utilstrekkelig prgveomrdde eller fglsomhet
pd grunn av utilstrekkelig konsentrasjon av suspenderte partikler
i mdleprgven. Det generelle formal med foreliggende oppfinnelse
er 4 lgse det ovennevnte problem ved & tilveiebringe et forbedret
immunologisk reagens som er effektivt til i vesentlig grad & gke
uopplgseliggjgrelsen av antistoff-antigen-komplekser utover det
som kan oppnds med polyetylenglykol alene, og derved gke konsen-
trasjonen av suspenderte partikler i mdleprgven, for & tillate
analyse av biologiske bestanddeler som ikke er mulig med polyetylen-
glykol alene, uavhengig av om nefelometriske eller andre male-

metoder anvendes.
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Mer spesielt tilveiebringes i henhold til oppfinnelsen
et immunologisk reagens for undersgkelse av antigen-antistoff-
reaksjoner ved inkubering av materialet som skal undersgkes,

i nervaer av reagenset som nedsetter opplgseligheten av antigen-
antistoff-komplekset, og det karakteriseres ved at reagenset
inneholder fra 3 til 6 vekt? av en blanding inneholdende 10 til
90 vekt% polyetylenglykol og 90 til 10 vekt% av et ikke-ionisk
overflateaktivt middel valgt fra

a) en blokk-kopolymer av etylenoksyd og polyoksypropylen,
b) lineere, primere, alifatiske oksyalkylerte alkoholer,
c) glycerol-monostearat,
d) polyoler med formelen

H(C2H4O)y(C3H60)X\ /AC3H6O)X(C2H4O)YH

N-CH,-CH,-N
s 2 2

A H(C2H4O)Y(C3H60)X (C3H60)X(C2H4O)yH
og
e) alkylarylsulfonater.

Nevnte vandige opplgsning inneholder ved bruk 3 til 6 vekt$
av blandingen og har i dette omrdde en beregnet HLB- (hydrofil-
lipofil balanse) verdi i omradet fra 0,7 til 1,7. Det skal
legges merke til at den vandige opplgsning, nar den ikke er
"i bruk", f.eks. ved en immunologisk mé&lemetode, kan ha en
blandingskonsentrasjon som er under 3% eller mer enn 6% og
allikevel vaere egnet for oppfinnelsens formdl, forutsatt at
blandingens konsentrasjon fgr eller "ved bruk" reguleres for &
gi en konsentrasjon i omrédet mellom 3 og 6%. Med uttrykket
"ved bruk" som her anvendt, skal det derfor forstd&s et reagens
hvor konsentrasjonen av blandingen ikke ngdvendigvis opprinnelig
md vare i omrddet mellom 3 og 6%, s& lenge som konsentrasjons-
omradet, hvis det er utenfor det spesifiserte omrddet fra
3 til 6%, reguleres innenfor disse grenser under eller fgr
mé&leprosessen.

Man far sdledes ogsd en immunologisk m&lemetode som om-
fatter omsetning mellom et antistoff og et antigen for & danne et

antistoff-antigen-kompleks, ved at det anvendes et reagens
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ifglge oppfinnelsen for i vesentlig utstrekning & gke graden
av uopplgseliggjgrelse av antigen-antistoff-komplekset som
dannes ved reaksjoqen.

Reagenset kan hensiktsmessig innfgres i prgvemediet
for utferelse av en nefelometrisk, enzymatisk, elektroforetisk
eller radioimmunologisk mélning.

Néar det f.eks. utfgres en nefelometrisk mdlemetode for
analyse av biologiske bestanddeler i form av antistoff-antigen-
komplekser, inkuberes fgrst reagenset og suspenderte partikler
av de biologiske bestanddeler, hvorefter den nefelometriske ana-
lyse foretaes. I henhold til denne metode bringes en lyskilde
til & passere gjennom en flytende midleprpve, hvorved lysstrilene
rettes gjennom de suspenderte partikler. N&r disse lysstrdlene
treffer partiklene, spres eller diffunderes de med en hvilken
som helst forha&ndsbestemt vinkel, f.eks. en rett vinkel, fra
kilden og oppfanges av fotoceller. Dette spredte lys omdannes
til et elektrisk signal som er direkte proporsjonal med

partikkelkonsentrasjonensom derved mdles ngyaktig p& en skala
péd et instrument.

Eksempler pd instrumenter som er egnet for nefelometriske
analyser, er Hyland Laser Nephelometer PDQ (Hyland Laboratories);
Aminco-Fluorocolorimeter (American Instrument Company!; Aminco-
Bowman Spectrophotofluorometer (SPF): og Auto Analyser II med
tilkoblet Fluoronephelometer (Technicon Instruments Corporation).

Ved hjelp av disse nefelometriske prinsipper og utstyr
kan den kliniske teknikker foreta en ngyaktig bestemmelse av
sma konsentrasjoner av en rekke forskjellige spesifikke prot-
einer, f.eks. immunoglobulinene IgC, IgA, IgM, fransferrih,
komplement C3, haptoglobin, qfantitrypsin, B-lipoprotein, albu-
min, az—makroglobulin, a,-syre glykoprotein, og forskjellige
andre biologiske bestanddeller s& som triglycerider, lipoprot-
einer og menneskelige chorione gonadotropiner.

De viktigste fordeler som oppndes ved anvendelse av rea-
genser i henhold til oppfinnelsen er at (a) inkuberingstidene
reduseres betydelig og (b) hgyere konsentrasjon av uopplgselig-
gjorte kompleks-partikler oppndes ved kortere inkubasjonstid
med resulterende forbedret pregveomrade og f@lsomhet. Disse
fordeler gjelder for enhver immunologisk prgvemetode som be-
gunstiges ved gket uvopplgseliggjgrelse av antigen-antistoff-
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komplekset pd et eller annet punkt av mdlningen. Fordelene
gjelder ogsad for immunologiske provemetoder som er avhengig
av et antigen-antistoff-kompleks uopplgseliggjgrelsestrinn
p& et eller annet punkt under maleprosessen.

I tillegg til & inneholde, ved bruk, 3 til 6 vekt$
av blandingen av polyetylenglykol og det ikke-ioniske over-
flateaktive middel, skal den vandige reagens opplgsning, som
angitt ovenfor, ogsa ha en beregnet HLB-verdi mellom 0,7
og 1.7.

HLB-verdien er et veletablert m&l for den hydrofile-
lipofile balanse (derfor "HLB") for et gitt overflateaktivt
middel. HLB-systemet for identifikaéjon av overflateaktive
midler ble utviklet av Atlas Chemical Industries, Inc., o0g er
beskrevet i detalj pé& sidene 28-36 i Atlas-publikasjonen med
tittel "Guide to the Use of Atlas Surfactants and Sorbitol in
Cosmetic and Pharmaceutical Products" (1965). Hvert overflate-
aktive middel er gitt en HLB-verdi. Jo lavere HLB-verdien er,
dessto mer lipofilt (eller oljetiltrekkende) er det overflate-
aktive middel, mens jo hgyere verdien er, dessto mer hydro-
filt (eller vanntiltrekkende) er det overflateaktive middel.
Metoden for fastieggelse av HLB-verdien for et hvilket som helst
overflateaktivt middel er velkjent og beskrevet f.eks. i en
alminnelig tilgjengelig pubiikasjon fra Atlas med tittelen
"The Atlas HLB System" (Code LD-97). HLB-verdiene for tall-
rike overflateaktive midler er ogsad publisert i stor utstrekning
i litteraturen, s®rlig litteratur utgitt av fabrikanten av ved-
kommende overflateaktive middel.

HLB-verdien for en blanding av overflateaktive midler,
slik som det er i reagenset ifglge oppfinnelsen, er en funksjon
av konsentrasjonen av hvert overflateaktivt middel i blandingen,
0og sdledes md konsentrasjonen av de enkelte overflateaktive
midler taes i betraktning ved beregning av en HLB-verdi for
blandingen. HLB-verdien for blandingen beregnes, i overensstem-
melse med godtatte publiserte metoder, ved & multiplisere den
angitte HLB-verdi for hvert overflateaktivt middel tilstede i
blandingen, med dets konsentrasjon i vedkommende preparat, og
addering av de individuelle beregnede resultater. Hvis f.eks.
reagenset ifplge oppfinnelsen inneholdt 1 vekt% polyetylengly-
kol (HLB = 20) og 3 vekt% av et ikke-ionisk overflateaktivt
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middel med en HLB pa 30,5, ville HLB-verdien for reagenset bli

beregnet som fglger:

0,01 X 20
0,03 X 30,5

I

0,915

1,115 -- HLB-verdien for reagenset

For & bestemme hvorvidt et gitt reagens har en HLB-verdi
som faller innenfor omrddet 0,7 til 1,7 ifelge oppfinnelsen,
kan man lett foreta en beregning som beskrevet ovenfor, basert
p& mengden av hver komponent i blandingen, under anvendelse av
enten publiserte HLB-verdier for de aktuelle komponenter eller
HLB-verdier som er bestemt i henhold til Atlas-metoden.

Foreliggende oppfinnelse gadr ut pd anvendelse av en rekke
forskjellige ikke-ioniske overflateaktive midler sammen med poly-
etylenglykol, forutsatt at (1) blandingen av ikke-ionisk over-
flateaktivt middel og polyetylenglykol faller innen et omrade
fra 3 til 6 vekt% pd det tidspunkt reagenset anvendes ved mil-
ningen, og (2) at den beregnede HLB-verdi for reagenset samtidig
faller innenfor et omrdde fra 0,7 til 1,7. Hvis blandingen av
polyetylenglykol og ikke-ionisk overflateaktivt middel ved bruks-
tidspunktet utgjgr mindre enn 3% av reagenset, eller hvis reag-
enset har en HLB lavere enn 0,7, blir det vanskelig & uopplgs-
eliggjpre den ¢nskede mengde av antigen-antistoff-kompleks i den
utstrekning som er ngdvendig for en vellykket gjennomfgrelse av
den immunologiske malning. Hvis pd den annen side blandingen
utgjgr mer enn 6% av reagenset, eller hvis feagenset har en HLB
hgyere enn 1,7, vil andre proteiner i tillegg til det ¢nskede
antigen-antistoff-kompleks gjgres uopplgselige, og derved ¢gde-
legges malningens selektivitet, og resultatene blir meningslgse.

Reagensopplgsningen kan selvsagt av forskjellige grunner
fremstilles og bringes pad markedet pa& en slik mate at det ikke
inneholder den fastsatte 3 til 6% blanding av polyetylenglykol
og ikke-ionisk overflateaktivt middel, eller ikke har den fast-
satte HLB-verdi pa 0,7 til 1,7. DAarlig hylle-stabilitet kan
veare en slik grunn. Som angitt ovenfor, vil imidlertid slike
opplgsninger kreve regulering fgr eller pd et eller annet tids-
punkt under bruken ved en immunologisk malning, til 3 til 6%

omréddet og til en HLB-verdi fra 0,7 til 1,7. Reagenser som
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ikke inneholder de fastsatte 3 til 6% av nevnte blanding eller
ikke har en HLB-verdi fra 0,7 til 1,7, men som lett kan reg-
uleres til disse verdier f¢r eller under den immunologiske prgv-
ning, faller av denne grunn inn under oppfinnelsen, selv om de
opprinnelig kan vare utenfor de spesielle konsentrasjonsparametre
0og HLB-omrddet som er n¢dvendig under selve mdlningsprosessen:

Den markedsfgrte reagensopplgsning kan f.eks. kreve, hvis
de spesielle parametre for konsentrasjon og HLB-verdier faller
utenfor henholdsvis omrddene fra 3 til 6% og 0,7 til
1,7, fortynning, konsentrering eller andre reguleringstrinn for
eller pad et eller annet hensiktsmessig tidspunkt under utfgrelse
av mdlningen, for & bringe opplgsningen til & inneholde en mengde
av blandingen pd 3 til 6% og en beregnet HLB-verdi fra 0,7 til
1,7. I slike tilfeller wvil den markedsfe¢rte opplgsning fortsatt
falle inn under foreliggende oppfinnelse. Saledes kan reagenset
markedsfgres med en blandingskonsentrasjon hgyere en 6%, f.eks.
8%, og ville da fortynnes enten f¢r eller ved et eller annet
egnet tidspunkt under en immunologisk prgvning, til omradet fra
3 til 6%. Tilsvarende kan reagenset markedsfgres med en bereg-
net HLB-verdi utenfor omrddet 0,7 til 1,7, men med det krav at
reagensopplgsningen requleres for eller ved et eller annet egnet
tidspunkt under en immunologisk prgve for & bringe den til en
beregnet HLB-verdi i omr&det fra 0,7 til 1,7.

Reagenset kan i visse tilfeller fortynnes til de gnskede
verdier med det antiserum som skal anvendes ved prgven, mens i
andre tilfeller kan det fortynnes med maleprgven eller i noen
tilfeller med bdde mileprpven og antiserum. Det viktige er at
p& et eller annet tidspunkt under den immunologiske pre¢vning,
vanligvis enten fgr eller samtidig med antigen-antistoff-reak-
sjonen, md den ngdvendige mengde pa 3 til 6% av samlet poly-
etylenglykol og ikke-ionisk overflateaktivt middel, og den ngd-
vendige HLB-verdi p& 0,7 til 1,7, tilveiebringes for at reag-
enset ifglge oppfinnelsen skal virke skikkelig ved mdlningen.
Det tidspunkt under mé&leprosessen hvor disse negdvendige para-
metre md tilveiebringes, kan variere avhengig av den spesielle
metode som anvendes. For en nefelometrisk analyse er det f.eks.
hensiktsmessig & fremstille og.markedsfgre reagenset ifplge
oppfinnelsen med en konsentrasjon av polyetylenglykol og ikke-

ionisk overflateaktivt middel p& over 6% og med en HLB-verdi
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utenfor omradet 0,7 til 1,7. Umiddelbart f¢r bruk ved den
nefelometriske analyse fortynnes s& reagenset med det anti-
serum som skal anvendes ved analysen, for & tilveiebringe en
konsentrasjon av polyetylenglykol og ikke-ionisk overflate-
aktivt middel mellom 3 og 6%, fortrinnsvis ca. 4%, og en be-
regnet HLB-verdi i omréadet 0,7 til 1,7.

De relative mengdeforhold av polyetylenglykol og ikke-
ionisk overflateaktivt middel i blandingen kan variere innen-
for vide grenser, avhengig hovedsakelig av det anvendte over-
flateaktive middel. Blandingen inneholder fra 10 til 90 vekt%
polyetylenglykol og 10 til 90% ikke-ionisk overflateaktivt
middel. Fortrinnsvis inneholder blandingen 15-85% polyetylen-
glykol og 15 til 85% ikke-ionisk overflateaktivt middel.

En eller flere forskjellige former eller typer av poly-
etylenglykol kan anvendes som polyetylenglykol-komponenten i
blandingen. Den anvendte polyetylenglykol-polymer har vanlig-
vis en molekylvekt fra 200 til 10.000, og fortrinnsvis fra
4.000 til 6.000. Disse materialer er kommersielt til-
gjengelige, f.eks. "Carbowax" 4000 eller 6000 og PEG 4000
eller 6000. Et molekylvekt-omrdde pa ca. 4000 er sarlig fore-
trukket.

Den ikke-ioniske overflateaktive komponent i
blandingen er et ikke-ionisk overflateaktivt middel som i
reagensopplgsningen vil gi en beregnet HLB-verdi pa 0,7 til
1,7, og fortrinnsvis 0,7 til 1,3, ved en konsentrasjon av
blandingen pa 3 til 6%. Som en illustrasjon kan HLB-verdiene
for det ikke-ioniske overflateaktive middel selv vere fra
10 til 30 eller mer.

Et serlig foretrukket ikke-ionisk overflateaktivt middel
er en blokk-kopolymer av etylenoksyd og polycksypropylen. Denne
serlige polymer og fremstillingen derav er beskrevet i UsS-
patent 2.674.619. Disse blokk-kopolymerer fremstilles generelt
ved kondensering av etylenoksyd med polyoksypropylen-polymer og

kan representeres ved den fglgende strukturformel:
HO(CHZCHZO)a (CH3CHCH20)b (CHZCHZO)c H

For oppfinnelsens formdl inneholder disse blokk-kopolymerer hen-
siktsmessig minst 50% etylenoksyd i molekylet og en polyoksyprop-
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ylen hydrofob grunnstamme med molekylvekt pd minst 950, slik
som beskrevet i U.S. patent 3.450.502, 3.577.522 og 3.590.125.

Illustrerende eksempler pd slike egnede blokk-kopoly-
merer er F-38 og F-68 "PLURONIC" polyoler,
F-38 inneholder 80% polyoksyetylen
hydrofile enheter i molekylet, og den hydrofobe polyoksypropylen-
grunnstamme har en molekylvekt pad 950. F-38 er et s®rlig fore-
trukket ikke-ionisk overflateaktivt middel. F-68 inneholder
0ogsd 80% polyoksyetylen hydrofile enheter i molekylet, men den
hydrofobe grunnstamme har en molekylvekt pd 1.750. Den totale
molekylvekt for disse to "PLURONIC" polyoler er henholdsvis
4.750 og 8.750. "PLURONIC" L-125 er ogsé& funnet egnet. En
ytterligere beskrivelse av disse polyoler finnes i publikasjonen
fra Wyandotte Chemicals Corporation, "The Pluronic Grid" sjette
utgave.

Nar det gjelder'”PLURONIC" ikke-ioniske overflateaktive
midler, foretrekkes generelt en blanding bestdende av 20
til 40 vekt% polyetylenglykol og 80 til 60% blokk-kopolymer
av etylenoksyd og polyoksypropylen-polymer.

En meget foretrukket reagensopplgsning inneholder ca.
en vektdel polyetylenglykol med en molekylvekt pd ca. 4000 og
ca. tre vektdeler av "PLURONIC" F-38 materialet. Denne opp-
lgsning kan fremstilles i et salt opplgsningsmiddel (f.eks. 0,9%
NaCl) enten ved, over eller under den gnskede mengde pd 3 til 6%,
og reguleres derefter, hvis ngdvendig, til den ¢nskede mengde pa
3 til 6%. Fortrinnsvis fremstilles opplgsningen som en 8% opp-
lgsning av polymerblandingen i saltvann, som derefter fortynnes
med antiserﬁm (se eksemplene 1 og 5) eller et annet egnet for-
tynningsmiddel fpr bruk ved en immunologisk prgvning. Det for-
tynnede reagens inneholder sdledes ca. 1% polyetylenglykol og

3% F-38. Dets HLB-verdi pa& 1,115 kan beregnes som fglger:

1% PEG: 0.01 x 20% = 0.2

3% F-38: 0.03 X 30.5°% = 0.915
1.115

X HLB for PEG fra litteraturen er 20

XX

HLB for F-38 fra litteraturen er 30,5

De andre ikke-ioniske overflateaktive midler som

kan anvendes sammen med polyetylenglykolen i reagensopplgs-—
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ningen ifglge oppfinnelsen, tilveiebringer ogsé den ¢gnskede
HLB-verdi pad 0,7 til 1,7 ved en konsentrasjon av blandingen
péd 3 til 6%. F.eks. er "Tetronic"-serien av ikke-ioniske
overflateaktive midler, som er beskrevet i detalj i BASF
Wyandotte brosjyren med tittelen "Technical Data on TetronicR
Series Nonionic Surfactants" og i US-patent 2.979.528, funnet
& vere ganske egnet, s@rlig de som er identifisert som
"Tetronic" 707, 908, 1107, 1307 og 1508. "Tetronic"-

produktene er basert pd etylendiamin og har den generelle formel:

H(C2H4O)Y(C3H60)x\ /(C3H6O)X(C2H4O)YH
N-CH.-CH.-N
H(C2H4O)y(C3H6_O)X (C3H60)X(C2H4O)yH

Molekylvektomrddet for "Tetronic"-produktene kan variere
fra ca. 1.650 til over 26.000. De sa@rlig foretrukne "Tetronic"
overflateaktive midler har molekylvekter i omré&det fra
15.000 til 27.000 og HLB-verdier fra 20 til 30,5. Mengde-
forholdet av polyetylenglykol til "Tetronic" overflateaktivt
middel i blandingen kan variere i stor utstrekning som nevnt
ovenfor.

En annen gruppe egnede ikke-ioniske overflateaktive
midler er "Plurafac"-produktene, sarlig de som er identifisert
som "Plurafac" 17R8, 25R8, D25, A38 og A39. "Plurafac"-

produktene er linezxre, primere, alifatiske, oksyalkylerte

alkoholer som er beskrevet mer detaljert i BASF Wyandotte brosjyren

med tittelen "Technical Data on Typical Physical Properties of
Plurafac® Nonionic Surfactants". De foretrukne "Plurafac"-
produkter har HLB-verdier fra 10 til 20 og kan varieres i
meget varierende forhold sammen med polyetylenglykol.

Andre egnede ikke-ioniske overflateaktive midler omfatter
glycerol-monostearat og gruppen alkylarylsulfonater. Et fore-
trukket glycerol-monostearat er tilgjengelig under navnet
"Arlacel" 165 (HLB = 11,0), mens et typisk egnet alkylaryl-
sulfonat ogsd er tilgjengelig under handelsnavnet "G-3300"

(HLB = 11,7). Alle disse overflateaktive midler tilveiebringer
et reagens som ved anvendelse ved en immunologisk prg¢gvemetode

med et innhold pd 3
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til 6% av en blanding av polyetylenglykol og overflateaktivt
middel, har en beregnet HLB-verdi basert pa verdiene for de
enkelte komponenter tilstede i opplgsningen pd O,7 til 1,7,

og gir den virkning at uvopplgseligheten av det ¢gnskede antigen-
antistoff-kompleks gkes i den utstrekning som er negdvendig for
& forbedre prgvemetoden, og uten & gjgre ugnskede komponenter
vopplgselige eller pd annen mite pdvirke mdleprosessen i uhel-
dig retning.

Selvsagt kan mer enn ett ikke-ionisk overflateaktivt
middel vere tilstede sammen med polyetylenglykolen, forutsatt
at den fastsatte konsentrastjon av blandingen og opplgsningens
HLB-verdi oppnées.

Ved valg av et ikke-ionisk overflateaktivt middel til
bruk ifplge oppfinnelsen, bgr man anvende et som ogsd har evnen
til & gi en klar reagensoppldsning, i det minste ndr reagens-
opplgsningen fgrst anvendes ved den immunologiske prgvning.

Dette er for & sikre at reagenset ikke innvirker pd pre¢veres-
ultatene eller frembringer ikke-spesifikk felning av komponenter
av den biologiske prgve eller biologiske reagenser som anvendes
i mdlesystemet.

Reagenssystemet ifglge oppfinnelsen kan anvendes i ut-
strakt grad ved forbedring av vanlige immunologiske prg¢vemetoder
som p& et eller annet tidspunkt, av en eller annen grunn, krever
uopple¢seliggjgrelse av antigen-antistoff-komplekset som dannes
under prgveprosessen ved antigen-antistoff-reaksjonen. Slike
mélemetoder er velkjente for fagfolk og skal her ikke beskrives
i detalj. Anvendbarheten og nytten av foreliggende oppfinnelse
ved disse forskjellige mdlemetoder, og detaljer vedrgrende hvor-
dan reagenset ifglge oppfinnelsen skal anvendes ved slike met-
oder, vil vere &penbare for fagfolk p& grunnlag av denne beskriv-
else og skal derfor ikke gjentaes 1 noen utstrekning her. F.eks.
kan reagenset ifglge oppfinnelsen anvendes for & forbedre ethvert
system som er avhengig av utfelning av antigen-antistoff-komplekser
for & gi en klar veske pé toppen, for fluorescens eller kolori-
metrisk pdvisning. Reagenset bgr ogsd kunne anvendes for 8 fjerne

innvirkende stoffer som finnes i biologiske vasker eller reagenser
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(f.eks. lipider, salter og fremmede proteiner) for nefelometri,
enzymatiske eller andre mdlesystemer. Dette oppndes ved & fjerne
reagensene fra reaksjonsopplgsningen for & vaske og suspendere
disse reagenser pad nytt.

Spesielt kan reagenset ifglge oppfinnelsen anvendes for
4 ¢gke den relative konsentrasjon av uopplgselige antigen-antistoff-
komplekser og gke et gitt mdlesystems prgveomrdde og fglsomhet.
Disse prinsipper kan anvendes pd kvantitativ lysspredning fra im-
mun-komplekser ved nefelometri, og dette er for tiden en fore-
trukket utfgrelsesform for oppfinnelsen. Nefelometriske analyser
hvor man anvender reagenset ifglge oppfinnelsen, er sarlig nyttige
ved analyse av forskjellige immunoglobuliner. Imidlertid kan
andre prgvesystemer som er basert pd utfelning av antistoffer, ut-
nytte disse reagenser, sa som radioimmunodiffusjon (RID), enzy-
matiske analyser og forskjellige typer av elektroforetiske teknik-
ker s& som immunoelektroforese (IEP), motelektroforese (CEP) og
elektroimmunodiffusjon (EID).

Reagenset ifglge oppfinnelsen kan f.eks. anvendes for &
forbedre immunologiske prgvninger som e€r avhengig av den primere
innvirkning av antigen-antistoff-samutfellingsteknikk som vanlig-
vis anvendes ved radioimmunomdlinger (RIA). Denne forbedrede
uopplgselighet som oppnides ifplge oppfinnelsen, kan ogsd utnyttes
for forskjellige metoder for a binde antistoffer eller antigen til
inerte partikler som anvendes som barer ved RIA, nefelometrisk og
fluorometrisk mdlning pd en mdte som lett vil forstdes av fagfolk.

Tallrike radioimmunomélninger er anvendt for & bestemme
kvantitativt relativt smd konsentrasjoner av biologiske bestand-
deler som finnes i kroppsvasker. Isotop-merket antigen eller anti-
stoff bringes til & reagere med det homologe antigen eller anti-
serum for & danne merkede immun-antigen-antistoff-komplekser.
Disse komplekser m& derefter normalt gjgres uoppl@selige ved hjelp
av en uopplgseliqg barer, felningsreagens eller pd annen kjent me-
tode. Det frie eller ureagerte, merkede antigen eller antistoff
kan fjernes ved forskjellige vaskemetoder. Den radiocaktive kon-
sentrasjon av de utfelte komplekser bestemmes derefter ved gamma-
eller veske-scintillasjons telling. Et eksempel pa et instrument
som anvendes for mdlninger av denne type, er Auto Gamma Counter
Reagenset i henhold til
oppfinnelsen er nyttig til & forsterke den ngdvendige uopplgselig-
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gjgrelse av komplekset, slik at analysen forbedres. Det fgl-
gende eksempel 6 illustrerer anvendelse av reagenset ifglge
oppfinnelsen ved en radioimmunomd&lning.

Enzymatiske teknikker er ogsd anvendt for & bestemme
kvantitativt smd@ konsentrasjoner av biologiske bestanddeler som
finnes i kroppsvasker. Enzym-merket antigen eller antistoff
bringes til & reagere med det spesifikke antistoff eller antigen
for & danne immune merkede antigen-antistoff-komplekser. Disse
komplekser gjgres uopplgselige ved hjelp av en uopplgselig bezrer,
et felningsmiddel eller pa annet mdte. Det frie eller ureagerte
enzym-merkede antistoff eller antigen kan fjernes ved forskjellige
vaskemetoder. Det bundne eller reagerte enzym kan derefter frem-
bringe en reaksjon med et passende substrat for & danne en farvet
eller fluorescerende opplgsning pad toppen, som kan mdles med et
spectrofotometer eller fluorometer. Eksempler pad instrumenter som
er nyttige for dette formdl, er Beckman DB Spectrophotometer
(tilgjengelig fra Beckman Instruments, Inc.) og Aminco-Bowman
Spectrophotofluorometer (tilgjengelig fra American Instrument
Company) . Reagenset ifglge oppfinnelsen er ogsa nyttig til & for-
bedre det ngdvendige trinn med uopplgseliggjgrelse av komplekset
slik at analysen forbedres.

Nytten av reagenset ved en nefelomtrisk analyse er beskrev-
et i detalj ovenfor og er videre illustrert i det fglgende eksem-
pel 5.

Det vil vere klart for fagfolk at det forbedrede immuno-
logiske reagens ifglge oppfinnelsen har en omfattende anvendelse
p& omrddet immunologiske prgvemetoder. Under anvendelse av det
forbedrede reagens kan den kliniske teknikker foreta ngyaktig be-
stemmelse av et bredt omrade av konsentrasjoner av mange spesi-
fikke proteiner, f.eks. immunoglobulinene IgG, IgA, IgM, trans-
ferrin, komplement C2, haptoglobin, al—antitrypsin, B-lipoprotein,
albumin, oy makroglobulin, a,-syre glykoprotein og forskjellige
andre biologiske bestanddeler sa som trijodtyonin (T3), tyroksin
(T4).
proteiner, og mange andre , hvis bestemmelse vil dra fordel av

triglycerider, menneskelige chorione gonadotropiner, lipo-

den gkede uoppleseliggigrelsesvirkning som oppnaes ved hielp av
foreliggende oppfinnelse.
P3d de fleste omr&der hvor oppfinnelsen kan utnyttes, blan-

des den gnskede biologiske bestanddel eller bestanddeler med den



13

149864

vandige reagensoppl@gsning ifg¢lge oppfinnelsen, inkuberes i en
forhdndsbestemt periode som f.eks. ved romtemperatur (20-25°C)
i ca. 1 time, og derefter foretaes avlesning pd et passende
instrument, f.eks. et nefelometer ved en nefelometrisk analyse.
Resultatene av mdleprgvene sammenlignes med referansepregver for
& bestemme den ukjente konsentrasjon.

De f@glgende eksempler skal tjene til & illustrere opp-

finnelsen ytterligere.

EKSEMPEL 1

En reagensopplgsning fremstilles ved & blande 25 vekt~-
deler polyetylenglykol med en molekylvekt pa 4.000 med 75 vekt-
deler "PLURONIC" F-38, og blandingen opplgses i normalt salt-
vann (0,9% NaCl) til en konsetnrasjon p& 8 vekt% av blandingen.
Denne opplgsning kan enten fortynnes, f.eks. med antiserum, til
en blandingskonsentrasjon pa 4% (HLB-forhol - 1,115) som i trinn
3 av eksempel 5 nedenfor, fe¢r inkubering, og anvendes direkte
ved en immunologisk mdlning, eller den kan holdes i 8% formen

inntil den er klar til bruk.

EKSEMPEL 2

Eksempel 1 gjentaes, bortsett fra at polyetylenglykol
med en molekylvekt pd 6.000 anvendes istedenfor en ekvivalent

mengde av 4.000 materialet.

EKSEMPEL 3

Eksempel 1 gjentaes bortsett fra at "PLURONIC" F-68 an-

vendes istedenfor en ekvivalent mengde av F-38.

EKSEMPEL 4

Eksempel 1 gjentaes bortsett fra at "fETRONIC" 707, 908,
1107, 1307, 1508; "PLURAFAC"17R8, 25R8, D25, A38 og A39; "PLURO~
NIC" L1125, "ARLACEL" 165; og“"G-3300"ble anvendt istedenfor F-38
i varierende mengder i en serie av forsgk for & fremstille en

rekke forskjellige reagensoppl@gsninger.

e 3
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EXSEMPEL 5

De immunologiske reagensopplgsninger fremstilt i eksem-

plene 1 til 4 anvendes ved separate nefelometriske mdlninger

av immunoglobuliner (IgA, IgG, IgM), komplement C3 og transferrin,

idet hver milning utfgres som fglger:

1.

10.

11.

Referanse kontroller # 1, #£ 2, # 3, ¥£ 4, 745, # 6 (med
kjent innhold) for hver av nevnte biclogiske bestand-
deler fortynnes 1:100 i saltvann.

De ukjente pre¢ver fortynnes derefter pd samme mite

1:100 i saltvann.

Forhandsfortynnede antiserumer til IgG, IgM, IgA, C3 og
transferrin fortynnes hver 1:2 med 8% blandingen av

det immunologiske reagens fra eksemplene 1, 2, 3, eller
4 (eftersom det passer) og blandes ved & bli vendt opp
ned, for &8 gi en konsentrasjon pd 4% av polyetylenglykol
og ikke-ionisk overflateaktivt middel i opplgsningen og
en beregnet HLB mellom 0,7 og 1,7 i alle tilfeller.
Antiserumet filtreres gjennom et 0,45y "Millipore"
filter.

En serie av prgvergr (10 mm x 75 mm kultur-rgr som kan
kastes efter bruk), passende merket blindprgve, refer-
anse kontroller nummer 741, #4 2, 743, 744, # 5, 7# 6, og
ukjente prgver gjgres i stand.

Til hvert rgr settes 1 ml av den fortynnede blanding av
antiserum og reagenset fremstilt i trinn 3.

Til det passende r¢r settes 25ul av referanse og ukjente
fortynninger for IgG, IgA og transferrin (100 pl for IgM
og C3).

Det passende blindprgverpr tilsettes tilsvarende 25
eller 100 pl saltvann.

For & oppnd& blanding snues rgrene opp ned, og de in-
kuberes i 1 time ved romtemperatur (20—250C).
Blindprgver fremstilles ved & anvende 1 ml av de fil-
trerte reagenser fra eksemplene 1 til 4 fremstilt som i
trinn 3, bortsett fra at 8% oppldgsningen ble fortynnet
med saltvann istedenfor antiserum. Blindpre¢vene anbrin-
ges i identisk merkede rgr som f¢r trinnene (5 og 6) .

De samme referanse- og prgvevolumer settes til hver

rgr som fgr (trinn 7).
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12. Alle r¢r avleses i "Laser Nephelometer PDQ" (Hyland
Laboratories) for relativ prosent lysspredning.

13. Blindprgvene avleses og subtraheres elektronisk fra
reaksjonsverdiene av instrumentet.

14. Referanseresultatene avmerkes pad linea®rt kurvepapir
som relativ prosent lysspredning som funksjon av kon-
sentrasjonen av referansene.

15. De ukjente verdier bestemmes ved avlesning fra refer-
ansekurven.

De immunologiske reagenser ifglge oppfinnelsen som anvendes
ved denne undersgkelse, ga vesentlig bedre utfelning antigen-anti-
stoff-kompleksene, mer linearitet over et st¢rre omré&de og hgyere
fplsomhet enn hva som ble oppnddd med et reagens inneholdende poly-
etylenglykol alene.

EKSEMPEL 6

Dette eksempel beskriver anvendelse av det immunologiske
reagens ifglge oppfinnelsen ved en radioimmuncmdlning for bestem-
melse av menneskelig tyroid-stimulerende hormon (HTSH).

En prgve av det immunologiske reagens ifglge oppfinnelsen
ble fremstilt ved & blande 8,4 ml av en 5% oppl¢snin§ av poly-
etylenglykol i 0,9% saltopplgsning med 20 ml av 6% "Pluronic"
F-38 ikke-ionisk overflateaktivt middel. Blandingens volum ble
derefter regulert til 30 ml med 0,9% saltoppl#sning for & gi en
endelig reagenskonsentrasjon pd 1,4% polyetylenglykol og 4,2% F-38.

Radicimmunomalningen ble foretatt som fglger:

0,050 ml av kanin-anti-HTSH absorbert med menneskelig choriont
gonadotropin (HCG) ble blandet med 200 ml HTSH standarder av vari-
erende styrke. 0,050 ml fosfat buffer, pH 7,4, ble derefter satt
til blandingen, og blandingen ble inkubert i 2 timer ved 37°C.

P& dette tidspunkt ble 0,100 ml HTSH merket med 1125 tilsatt, og
blandingen ble inkubert videre i 3 timer ved 37%%. 1,0 ml av
reagenset ifglge oppfinnelsen fremstilt ovenfor ble derefter til-
satt, og blandingen ble inkubert i 1 time ved romtemperatur. P3&
grunn av fortynning av reagenset ved tilsetning av blandingen ble
konsentrasjonen av polyetylenglykol og F-38 redusert fra 1,4 og
4,2% til henholdsvis 1 og 3 vekt%. Blandingen ble sentrifugert
ved 1000 x 9 i 10 minutter. Hvis en vasking av de sentrifugerte,

faste stoffer er ngdvendig, md vaskeopplgsningen inneholde den
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samme konsentrasjon som reagenset ifglge oppfinnelsen pd det
tidspunkt reagenset fgrst ble anvendt ved m&lningen, dvs. 1%
polyetylenglykol og 3% F-38. Vasken pd toppen ble derefter av-
dekantert, og bunnfallet ble tellet. Denne prosess ble gjentatt
for en rekke forskjellige HTSH standarder, og man fikk en stan-
dard kurve ved & avmerke tellingene oppnaddd i forskjellige bunn-
fall som funksjon av konsentrasjonen av tilsvarende HTSH stand-
ard.

Efter at standard kurven var oppnddd, ble malningen fore-
tatt pd ukjente midleprgver under anvendelse av fremgangsméten be-
skrevet ovenfor, bortsett fra at HTSH standarden ble erstattet med
mdleprgven. HTSH mengden i médleprgven kunne derefter lett bestem-
mes p& grunnlag av posisjonen av bunnfall-tellingen pa standard
kurven.

Anvendelse av reagensopple¢sningen ifglge oppfinnelsen
gket mengden av bunnfall som ble dannet i forhold til det som
oppndes med et reagens inneholdende polyetylenglykol alene, og
resulterte i en forbedret radioimmunom&lning.

Passende nefelometriske mdlningsresultater kan ogsé& opp-
ndes uten tilstedevarelse av polyetylenglykol, f.eks. med en
vandig opplgsning inneholdende ca. 4 vekt% av blokk-kopolymeren
av etylenoksyd og polyoksypropylen-polymer. Blandingen av blokk-
kopolymer og polyetylenglykol beskrevet ovenfor, foretrekkes imid-

lertid for & oppné& optimale resultater.

Det ble foretatt forsgk for & sammenligne forskjellene
i graden av antigen—antistoff—kompleks—utfelning‘som ble oppnddd
ved en immunologisk reaksjon utfgrt i narver av (1) kombinasjonen
av polyetylenglykol (PEG) og ikke-ionisk overflateaktivt middel,
(2) PEG alene og (3) det ikke-ioniske overflateaktive middel
alene. P& grunnlag av de data som ble oppnddd med PEG alene
og det ikke-ioniske overflateaktive middel alene, ble den ventede
virkning av en kombinasjon av PEG og det ikke-ioniske overflate-
aktive middel beregnet og sammenlignet med den observerte virkning
for kombinasjonen av PEG og ikke-ionisk overflateaktivt middel,
for 4 bestemme hvorvidt den observerte virkning var i overens-
stemmelse med den beregnede (eller ventede) virkning.

Resultatene oppnddd med "Pluronic F-38" som overflateaktivt
middel er illustrert i det fg¢lgende:
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Tilsvarende resultater ble ogsd oppnddd med
"Tetronix 707", "Tetronix 1107", "Tetronix 1307" og
"Tetronix 1508" opp til IgG-nivaer pad 1200 mg/dl.

For "Plurafac A-38" ble tilsvarende resultater oppnddd for
IgA-nivéer p& opptil 600 mg/dl, mens lineariteten opphgrte
ved hgyere verdier.

Betydningen av disse resultater er at den virkelige kurve
som iakttas for polymerblandingen har en sterkt gket linearitet
eller kontinuitet sammenlignet med den ventede kurve. Et
line@art forhold mellom prosent lysspredning og konsentrasjonen
av antigen eller immunckomponenter som analyseres, er av
avgjegrende betydning for en diagnosemetode som skal vere nyttig.
Jo bredere det lineare omréde er, desto bredere er analyse-

omradet.

Patentkrayvw

1. Immunologisk reagens for undersgkelse av antigen-antistoff-
reaksjoner ved'inkubering av materialet som skal undersgkes,

i nerver av reagenset som nedsetter opplgseligheten av antigen-
antistoff-komplekset, karakterisert ved at
reagenset inneholder fra 3 til 6 vekt% av en blanding inne-
holdende 10 til 90 vekt% polyetylenglykol og 90 til 10 vekt?

av et ikke-ionisk overflateaktivt middel valgt fra

a) en blokk-kopolymer av etylencksyd og polyoksypropylen,

b) line®re, primzre, alifatiske oksyalkylerte alkoholer,
c) glycerol-monostearat,
d) polyoler med formelen
H(C2H4O)y(C3H60)}?\ /(C3H60)X(C2H4O)YH
//N-CH2—CH2—N\\
H(C2H4O)y(C3H6O)X (C3H6O)X(C2H4O)yH
og

e) alkylarylsulfonater.

2. Reagens i henhold til krav 1, karakterisert
v e d at blandingen er en vandig opplgsning inneholdende et

antiserum.
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