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Opfindelsen angdr porese celluloseacetatfibre med mikro-
porer, hvori der er okkluderet et biologisk aktivt stof
til brug ved gennemfgrelse af in vitro-reaktioner, hvorhos
fibrenes porer er af en sadan art, at de forhindrer und-
slippelse af det okkluderede stof, men tillader indtran-
gen af det agens, som skal omsazttes med stoffet, samt en

fremgangsmide til fremstilling af fibrene.

Det er kendt, at betegnelsen "antistof" henferer til stoffer
af proteinnatur, som dannes i hvirveldyr af bestemte
celler (plasmaceller) som svarer pd indgivningen af et

antigen, og som specifikt reagerer med dette.

Undersegelsen af reaktionerne mellem antigen og antistof
har stor teoretisk betydning ud fra det synspunkt at
opné en bedre forstdelse af molekylernes vekselvirkning,
men den har ogsa en praktisk betydning derved, at den
kan fere til stadig mere forfinede metoder til diagnose
af infektionssygdomme og identifikation af infektiese
midler. Med dette formdl analyseres den ene komponent,
nar den anden er kendt. Hvad angdr antigener og anti-
stoffer, er der blevet angivet nogle metoder til in-
solubilisering ved hjelp af kemiske bindinger mellem de
nevnte produkter og polymere meterialer, som er uop-

lpselige i vandige oplesningsmidler.

Imidlertid har disse prsparater den ulempe, at forbin-
delserne heri er i vedblivende kontakt med den ydre
atmosfare, og at de muligvis kan dispergeres i reaktions-
massen og saledes forurene produktet selv. Desuden ma

det bemarkes, at forekomsten af kemiske bindinger kan
influere pad selve stoffets kemiske natur med mulige

skadelige konsekvenser for dets aktivitet.
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P& den anden side er det ligeledes kendt, at det er
muligt at fremstille porese fibre, som har indlejret
enzymer, som ved at immobiliseres sdledes bevarer deres
katalytiske egenskaber, medens enzymet samtidigt for-
hindres i at undslippe og dispergeres i reaktionsmas-
sen og séledes forurene reaktionsproduktet. De filament-
strukturer, som kan anvendes, og fremgangsmaden til ind-
lejring af enzymet, er beskrevet i dansk fremlaggelses-
skrift nr. 133 157, ifelge hvilket de enzymindeslut-
tende fibre kan fremstilles ud fra oplesninger af
polymere, som er i stand til at give fibre, hvori der
er dispergeret enzympraparater i form af meget sma
drdber af storrelsesorden som i emulsioner. Den saledes
opndede emulsion kan spindes under vade eller tarre
betingelser til dannelse af en fiber, som i sit indre

har mikroporer, hvori enzymerne er indlejret og udelukkes

fra den omgivende atmosfazre af en meget tynd membran, der for-
hindrer enzymet i at undslippe og dispergeres i reak-
tionsmassen, men alligevel tillader enzymet at udeve
dets katalytiske virkning. Selv om det sdledes er kendt
fra dansk fremleggelsesskrift nr. 133 157 at indeslutte
enzymer i fibre af bl.a. celluloseacetat, kunne det
ikke heraf sluttes, atdet ogsad ville vere muligt at
indeslutte antistoffer, antigener og antisera i fibre,
uden at disse ville miste deres aktivitet. De navnte
enzymer er katalysatorer, som blot fikseres af fibrene,
og som kan udvikle deres aktivitet over for reagenser,
som stremmer gennem fiberporerne. Derimod drejer det
sig ved antistoffer om reagenser, som selv deltager i
kompleksbindingsreaktionen, og sdledes @ndres. Det
kunne ikke p& grundlag af teknikkens stade, som blot
angik en katalysator, som kom i kort kontakt med et
substrat, forventes, at en kompleksbindingsvirkning
kunne udnyttes fuldt ud inden i fibrene. Derfor kunne
det ikke forudses, at den kompleksbindende (sequestre-
rende) virkning kunne fuldferes inden i fibrene, dvs.

at antistoffet ville forblive uendret reaktionsdygtigt.



Det har nu vist sig, at det ved anvendelse af lignende
metoder som de, der anvendes pé& enzymer, er muligt at
inkorporere antigener, antistoffer eller antisera,
enten som sadanne eller polymeriserede, i porese struk-
turer, og at de s&ledes opndede preparater ikke udviser
de ovennavnte ulemper og heller ingen skadelig senk-

ning af aktiviteten over for de naturlige proteiner.

I overensstemmelse hermed er fibrene ifelge opfindelsen
ejendommelige ved, at det biologisk aktive stof er et

antigen, antistof eller antiserum.

De pad denne made opndede strukturer har hej aktivitet
pd grund af det heje forhold mellem overfladeareal og
volumen; fremgangsméden til deres fremstilling er sim-
pel og billig at udfere, og den frembyder endvidere
muligheden af ogsd at indlejre stoffer, som ikke har

en hej renhedsgrad.

Celluloseacetatfibrene ifeslge opfindelsen indeholdende anti-
stoffer, antigener og antisera, finder anvendelse inden
for forskellige omrader, hvori princippet med gensidig
specifik reaktivitet altid udnyttes. Hvad angar anti-
sera og antistoffer, kan s&danne fibre sdledes f.eks.
anvendes til fra de ydre omgivelser at fjerne anti-
gener, haptener og stoffer konjugeret med proteiner
og/eller polypeptider, eller alternativt kan man, nér
der anvendes indlejrede polymeriserede antigener,
fjerne mere eller mindre specifikke antistoffer.
Endvidere kan de ovennavnte fibre anvendes til at ud-
fore ekstraktioner af industriel interesse ved selek-
tiv tilheftning og eventuelt lesgeredde af det til-
haftede antigen eller antistof. Det er ogséd muligt at
anvende sadanne fibre ved chromatografiske metoder

og nermere bestemt ved affinitetschromatografi.

145346
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Forskellen i molekylvagt mellem de proteiner, som er
indlejret i mikroporer i fiberens indre, og de stoffer,
som skal bindes dertil, mé& vere tilstrakkelig til at
tillade diffusion ind i fiberens indre af de stoffer,
som skal bindes, indtil disse nar det stof med den
hejere molekylvegt, som forbliver indelukket i fibe-

ren p& grund af dets storre molekylvegt.

Fremgangsméden ifelge opfindelsen til fremstilling af de oven-
nevnte celluloseacetatfibre udferes som tidligere navnt pa en
madde, som svarer til fremgangsméaden ved enzymindlejring, og

er ejendommelig ved de felgende trin:

(a) fremstilling af det antigen, antistof eller anti-
serum, som skal indlejres, og efterprevning af, at
det hafter ikke-specifikt p& fibermaterialet og
ikke eller kun uvasentligt inaktiveres efter

behandling med spindeoplesningsmidler,

(b) oplesning eller suspension af det under (a)
fremstillede antigen, antistof eller antiserum

i vand eller i en vand/glycerol-blanding,

(e) tilsetning af oplesningen eller suspensionen

(b) til en oplesning af celluloseacetat,
(d) omrering, indtil der er opndet en homogen emulsion,

(e) spinding af emulsionen (d) gennem en spindedyse

neddykket i et koaguleringsbad, og

(f) om nedvendigt fjernelse af koaguleringsvesken 0g cel-

luloseacetatoplssningsmidlet fra fiberen ved be-

handling i en strem af luft eller en anden gas.
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Spindebetingelserne og egenskaberne af de celluloseacetater,
som anvendes, er de, som allerede er angivet i beskri-

velsen til det fernzvnte danske fremleqgelsesskrift.

Af celluloseacetat-polymere foretrakkes isar cellulose-

triacetat.

De arbejdsmassige detaljer vil fremgd tydeligere af
de felgende belysende eksempler p& udferelsen af frem-

gangsméden ifelge opfindelsen.

EKSEMPEL 1

(1) Fremstilling af antisera

Antiseraene opnéds i marsvin, kaniner eller andre dyr.

Det stof, over for hvilket man snsker at opn& antiserummet
(antigen eller konjugeret hapten) blandes med "complete
Freund adjuvant" og injiceres i medialfladen af kallen
pd dyrets bagben. Efter 15 og 30 dage gentages injek-
tionen med en lige s& stor dosis af immuniseringsmidlet
(antigen + Freund adjuvant), og efter 15 dage mere
udferes en yderligere immunisering med halv dosis.
Derpé tages med 15 dages intervaller intracardiale
blodprover, og pa det opnaede serum bestemmes antistof-
titeren. Denne bestemmes ved at fremstille fortyndings-
rekker af antiserummet med Veronal-puffer, 0,02 moler,
ved pH 8,4, indeholdende 0,5 pct. humant serumalbumin

og 0,5 pct. normalt serum.

Ved radioimmunologiske prevningsmetoder findes den for-

tynding, hvortil der svarer et forhold

Bindingskomponent B _ 1
Fri komponent F
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Igen med radioimmunologiske prevningsmetoder bestemmes

affiniteten af det opnéede antiserum.

(11) Indledende prevninger

e e ey e n = = v — . — > o= o=

A) Prevninger for ikke-specifik fasthaftning.

B) Prevninger for antiserum-inaktivering ved behand-
ling med de oplesningsmidler, som anvendes ved

spindingen.

A) Proevning for ikke-specifik fastheftning

I plastikreagensglas afvejedes 50 mg af en fiber op-
naet efter fremgangsméden med spinding, koagulering

og fjernelse af oplesningsmiddel.

Fiberen indeholdt ikke antiserum eller andre sekvestre-
ringsmidler (forbindelser, der danner stabile komplek-
ser med metalioner), men kun en blanding af vand og

glycerol.
Der blev fremstillet tre sat smé& reagensglas, nemlig:

(a) 50 mg fiber plus 2,0 ml phosphatpuffer (som blind-

preve);

(b) 50 mg fiber plus 1,5 ml phosphatpuffer plus 0,5

ml market antigen (Ag—lZSI);

(c) 50 mg fiber plus 0,5 ml phosphatpuffer plus 1,0
ml af en oplesning af okseserumalbumin (BSA),
5. fraktion afokseserumprotein, med en koncentra-
tion pa 2,5 pct. i phosphatpuffer, plus 0,5 ml

merket antigen (Ag—1251).
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Der anvendtes 0,04 molar phosphatpuffer med en pH-verdi
pd 7,4 og indeholdende 0,5 pct. okseserumalbumin.

Det mzrkede antigen var insulin—lzsl med en specifik
radioaktivitet pé& 100 yCi/Pg, som tilsattes i forholdet
0,1 puCi pr. 50 mg fiber.

Der anvendtes ogsa digoxin—lZSI i ethanoloplesning med en
radioaktivitet pa& 0,25 PCi pr. 0,5 ml, og af denne oples-
ning tilsattes 0,025 uCi pr. 50 mg fiber.

Begge oplesninger blev bragt til den snskede fortynding
med phosphatpuffer.

En portion af fibrene, fer tilsztningen af det markede
antigen, anbragtes i kontakt med oplasningen indeholdende

2,5 pct. okseserumalbumin i 1 time.

Fibrenes kontakttider med det merkede antigen varie-

rede fra 40 minutter til 48 timer.

Radioaktiviteterne af de smd& reagensglas indeholdende

fibrene blev malt med en gamma-tazller.

Efter kontakttiden blev fibrene vasket fem gange med 2 ml
phosphatpuffer hver gang, og derpd blev den resterende

radiocaktivitet madlt med en gamma-teller.

Derefter blev fibrene vasket fem gange til, igen med Z ml

phosphatpuffer hver gang, og radioaktiviteten blev malt.

G4 blev fibrene anbragt i kontakt med 2 ml phasphatpuffer
under omrering ved 37 °C i 17 timer, og igen maltes den
resterende radioaktivitet. Dette trin blev gentaget to

gange til. Det fandtes, at:
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(a) radioaktiviteten forbundet med fibrene foreges grad-
vist, nar kontakttiden med det merkede antigen er

fra 40 minutter til 48 timer;

(b) forinkubering i 1 time med 2,5 pct. okseserumalbumin

formindsker den mangde radicaktivitet, som forbindes

med fiberen;

(c) med hensyn til den radioaktivitet, som sattes til de
smé reagensglas, blev det bemarket, at radioaktivi-
teten nedsattes, efterhdnden som antallet af vasknin-
ger foreges, og ogsd efterhdnden som fibrenes kontakt-
tid med vaskepufferen formsges; en lille procentmangde
radioaktivitet bevares, ogsd efter de ovenfor beskrev-

ne vaskningstrin.

S4ledes blev det konkluderet, at fiberen, ligesom

de fleste materialer, ogsd adsorberede p& en ikke-specifik
miéde en lille del af den radioaktivitet, som var til stede
i preparatet med det markede antigen, og at denne adsorp-

tion blev nedsat af okseserumalbuminet, som mettede en del

af modtagestederne i fiberen.

B) Progvninger for antiserum-inaktivering ved behandling

Der anvendtes to smd glas med et antiinsulin-antiserum som
leveret i kommercielle radioimmunoprevningsudstyr (opnéet
ved injektion af svineinsulin i marsvin), og til hvert

glas sattes 5 ml dobbeltdestilleret vand, sdledes at der
blev opndet 10 ml af en oplesning af antiinsulin-antiserum,
som blev kaldt Abz. Derpad fremstilledes 20 ml af en blanding
af vand og-glycerol (volumenforhold 40:60), som blev kaldt
Gléo'

Derefter blev der fremstillet felgende blandinger:
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(a) 2,5 ml Ab2
+ 2,5 ml destilleret vand
5,0 ml Abl
(b) 7,3 ml Ab,
+ 7,3 ml Gle0
14,6 ml AblGlBU
(e) 5 ml AblGl30
+ 32,1 ml methylenchlorid

37,5 ml af to faser holdtes i god kontakt ved omraring i 15
minutter ved 0 °C; efter centrifugering ved stuetemperatur
blev den vandige fase fjernet, og fra den blev methylen-
chloridet afdampet med en nitrogenstrem. Der blev séledes

opnaet 5 ml af en oplesning betegnet som AblGlBDM’

(d) 5 ml Ab, Gl
+ 2 ml toluen

7 ml af to faser holdtes i god kontakt ved omrering i

30 minutter ved stuetemperatur. Efter centrifugering ved
stuetemperatur blev den vandige fase skilt fra, og fra
den blev toluenet fjernet med en nitrogenstrem. Der blev
til slut opnéet 5 ml af en oplesning betegnet som

AblGIBOT'

Ved de sadvanlige radioimmunoprevningsmetoder blev der
afsat kalibreringskurver i koncentrationsomradet fra O

til 200 pE/ml standard-menneskeinsulin under anvendelse

af antiserummet som behandlet p& de fire forskellige méder

angivet ovenfor og betegnet som:

Abl

AblGljo

AblGIBOM

AblGlBDT
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Af kalibreringskurverne p& den vedfejede tegning ses, at
der i praksis ikke er nogen sankning i antistoffets bin-
dingsevne som resultat af behandlingen af antiserummet med
de oplesningsmidler, som anvendes ved spindingen. P&
tegningen er BO scintillationstallingen (s_l) for
referencestandarden, hvis alt antigenet er market med
1251, og B er tellingen for preven. B/B, er sdledes et nor-

maliseret mdl for bindingen af antigenet til antistoffet.

(I11) Fremstilling af fibrene

200 mg cellulosetriacetat opleses i 2,65 g methylenchlorid

(reagenskvalitet) ved stuetemperatur.

Det produkt, som skal indlejres, opleses eller dispergeres

i vand eller blandinger af vand og glycerol.

0,4 ml af det vandige medium sattes til oplesningen af cel-
lulosetriacetat, som i forvejen er blevet afkelet til 0 °C. Der
omreres, indtil der er opndet en homogen emulsion;

denne far derpd lov at sta i 10 minutter.

Dette praparat fremstilles i en glascylinder, hvis top er
forbundet til en nitrogencylinder, og hvis bund ender i en
spindedyse neddykket i et koaguleringsbad indeholdende

toluen.

Ved frembringelse af et nitrogentryk presses emulsionen
ud fra spindedysen og koaguleres, idet den passerer ud i
toluenbadet. Det resulterende filament opsamles pé en

rulle og behandles derpd med en luftstrem for at fjerne

bade toluen og methylenchlorid.

(1V) Indlejring af antiinsulin-antistoffet

Ved de ovenfor beskrevne metoder fremstilledes i marsvin

et antiinsulin-antiserum, hvis antistoftiter fandtes at
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vere 150 000.

Til 0,2 ml af dette antiserum sattes 0,15 ml af en 0,02
molar Veronal-puffer med pH 8,4, indeholdende 0,5 pct.

menneskeserumalbumin og 0,15 ml glycerol (reagenskvalitet).

0,4 ml af denne oplesning sattes til cellulosetriacetatet
ifelge fremstillingsbetingelserne for fibrene som beskre-

vet i det foregdende.

Med samme apparat udfertes spindingen af en kontrolfiber,
hvori der i stedet for 0,2 ml antiserumoplesning anvendtes
0,2 ml af en 0,02 moler Veronal-puffer med pH 8,4 indeholden-

de 0,5 pct. menneskeserumalbumin.

1 smé platikreagensglas af den art, som anvendes ved radio-
immunoprevning, anbragtes forskellige mengder fiber som an-

givet i tabel 1, hvori:

(a) er rekken af kontrolfibre;

(b) er rekken af antiserumholdige fibre, som opndet fra

spindingen;

(c) er rekken af antiserumholdige fibre, som efter fuld-
forelsen af spindingsprocessen er blevet opbevaret i
den 0,02 molare Veronal-puffer med pH 8,4 indeholdende
0,5 pct. menneskeserumalbumin og vasket fem gange med

2 ml Veronal-puffer fer prevningens start.

Til hvert lille reagensglas sattes:
- 1,6 ml 0,04 moler phosphatpuffer med pH 7,4 indeholdende

0,5 pct. okseserumalbumin.

- 0,2 ml insulin-12°1 med en specifik aktivitet p& 100

uCi/pg og med en fortynding, som indstillede aktivite-
ten, malt p& fremstillingsdagen, til 0,01 uCi/0,1 ml.

- 0,2 ml menneskeinsulin, standard, i en koncentration

pad 200 pE/ml.
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Efter blanding blev de smé& reagensglas anbragt i et kele-
skab véd 4 °C i 24 timer. Derpd blev der fra hvert af de
smd glas udtaget 1,5 ml af oplesningen, hvis radioaktivi-
tet blev malt med en gamma-tazller (Packard model 256)

med en effektivitet p& 54 pct. for 125¢,

Fibrene blev vasket tre gange med 2 ml phosphatpuffer,
hvorefter den radioaktivitet, som blev fastholdt af fibrene,
blev mdlt med en gamma-tzller som ovenfor. P& de samme
fiberprever gentoges tilsatningerne af reagenserne (puffer,
insulin—lz%, standardinsulin), vaskningerne og radicakti-
vitetstellingerne fire gange til.

Det skal bemazrkes, at insulin-lzsl, anvendt som merknings-
forbindelse, ikke overskrider 5 pct. af standard-menneske-
insulinet, anvendt som bazrer. De opndede resultater er sam-
mensat i tabel 1, hvoraf det kan ses, at insulinfikseringen,
som her betegnes som ikke-specifik, i kantrolfibrene, som
ikke indeholder antistoffer, nar en maksimumsverdi i det
farste forseg og holdes praktisk taget konstant i de efter-
felgende forssg, medens insulinfikseringen i de fibre, som
har indlejret antistoffer, foreges hver gang tilsatningen

af reagenserne gentages.

Da kontrolfiberen blev fremstillet under stort set samme be-
tingelser som den antistof-indlejrende fiber, md forskellen
i optreden udelukkende tilskrives dannelsen af antigen-
antistof-bindingen i fiberens indre mellem det indlejrede
antiinsulin og det insulin-antigen, som er til stede i

- mediet.
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EKSEMPEL 2

Ved den procedure, som er beskrevet ovenfor, fremstilledes
i marsvin et anti-HGH-antiserum (HGH=humant vaksthormon),

hvis antistoftiter fandtes at vere 2 000.

Til 0,2 ml af dette antiserum sattes 0,15 ml af en 0,02
moler Veronal-puffer, pH 8,4, indeholdende 0,5 pct. menneske-

serumalbumin og 0,15 ml glycerol (reagenskvalitet).

Med det samme apparat som ovenfor udfertes spindingen af en
kontrolfiber, hvori der i stedet for 0,2 ml af antiserum-
oplesningen anvendtes 0,2 ml af en 0,02 moler Veronal-

puffer; pH 8,4, indeholdende 0,5 pct. menneskeserumalbumin.

I smd plastreagensglas af den art, som anvendes til radio-
immunoprevninger, anbragtes forskellige mangder fibre som

angivet- i tabel 2, hvori:

(a) er rekken af kontrolfibre, og

(b) er rakken af antiserumholdige fibre, som opndet ved

spindingsprocessen.

Til de to rzkker sma& reagensglas (8 sma& glas for hver rakke)

sattes:

- 1,6 ml af en 0,13 moler boratpuffer, pH 8,4, indeholden-
de 0,5 pct. okseserumalbumin;

- 0,2 ml HGH-1%?

og med en fortynding, som bragte aktiviteten, malt pé
fremstillingsdagen, til 0,015 pCi/0,1 ml;

I med en specifik aktivitet pa 150 pCiApg

- 0,2 ml standard-HGH i de koncentrationer, som er angivet

i tabel 2.

Efter blanding blev de sma reagensglas anbragt i et keleskab
ved 4 °C i 24 timer. Derpa blev der fra hvert lille glas ud-
taget 1,5 ml oplesning, hvis radiocaktivitet blev ma&lt med en
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gamma-tzller (Packard, model 256) med en effektivitet pa
54 pct. for 1251.

Fibrene blev vasket tre gange med 2 ml boratpuffer hver
gang, hvorefter den radioaktivitet, som var fikseret i
fibrene, blev malt med en gamma-taller som navnt cvenfor.
P4 de samme fiberpreover gentoges en gang til tilsatningerne

1251, standard-HGH), vasknin-

af reagenserne (puffer, HGH-
gerne og radioaktivitetstellingerne. De opndede resultater
er angivet i tabel 2. Det ses, at der i fibrene, som inde-
holder anti-~-HGH-antistoffet, iser efter det andet forseg,
ved alle koncentrationsniveauerne af tilsat HGH er en mangde
fikseret radioaktivitet, som er sterre end i de tilsvarende
kontrolfibre, som ikke indeholder antiserum i deres indre,
men som er blevet behandlet pa stort set den samme méde

som de, der har antiserummet indlejret.

Det skal bemerkes, at det anvendte anti-HGH-antiserum har en
titer pa 2 000, og saledes er det specifikke "sequesterings "-
fenomen (den specifikke reciprokke antigen-antistof-virkning)
mindre isjnefaldende end det, som vistes for prevningen i

eksempel 1, hvori der anvendtes et antiinsulin-antiserum med

en titer pa 150 000.

Den specifikke fiksering p& grund af antigen-antistof-bindin-
gen i fibrene, som indeholder anti-HGH-antistofferne, er

imidlertid utvivlsom ogsa i dette tilfelde.
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EKSEMPEL 3

Ved de procedurer, som er beskrevet ovenfor, fremstilledes et
anti-triiodtyronin-antiserum ved indpodning af triiod-
tyronin bundet til menneskeserumalbumin i kaniner. P& det
opndede antiserum bestemtes en antistoftiter pa 4 000. Til
0,2 ml af serummet sattes 0,15 ml af en 0,08 moler
Veronal-puffer, pH 7,5, indeholdende 0,5 g/liter menneske=

serumalbumin og 0,15 ml glycerol.

0,4 ml af oplesningen blev indlejret i 200 mg cellulosetri-
acetat ifelge den allerede beskrevne fiberfremstillings-

procedure.

Ved den samme procedure fremstilledes en kontrolfiber,

hvori der i stedet for antiserumoplssningen i 200 mg cellu-
losetriacetat var indlejret 0,4 ml af en oplesning opnaet ved
at blande 0,35 ml af en 0,08 moler Veronal-puffer, pH 7,5,
indeholdende 0,5 g/liter menneskeserumalbumin, og 0,15 ml

glycerol.

50 mg af den antistofholdige fiber og 50 mg af kontrolfiberen
uden antistof anbragtes i to sm& reagensglas af plast-
materiale og blev vasket fem gange med 2 ml af den ovenfor

beskrevne Veronal-puffer.
Derpad sattes til hvert af de smd reagensglas:

- 2 ml 0,08 moler Veronal-puffer, pH 7,5, indeholdende
0,4 g/liter menneskeserumalbumin og 4 mg/liter tri-
iodtyronin; og

- 0,2 ml triiodtyronin—lzsl med en specifik aktivitet pa

90 pCi/pg fortyndet til en aktivitet pd 0,1 uCi/ml.

Efter blanding blev de smd& reagensglas anbragt i et kele-

skab ved 4 °C i 24 timer.
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Derpd blev fibrene befriet for oplesningen indeholdende rea-
genserne og vasket fem gange med 2 ml af den ovenfor beskrev-

ne Vé:onal—puffer.

Derpé& blev tilssztningerne af reagenserne og vaskningerne

gentaget for anden gang, som angivet ovenfor.

Til sidst blev den i fibrene tilstedeverende radicaktivitet

mélt med den fagrnavnte gamma-teller.

P& kontrolfiberen uden antistoffer blev der malt en tel-
ling p& 45 000 pr. 10 minutter; pa fiberen, som indeholdt
antistoffet, blev der m&it en telling pa 146 000 pr. 10

minutter.

EKSEMPEL 4

Ved de allerede beskrevne procedurer blev der fremstillet et
anti-(letkede A og 2 )-antistof med koncentrationer p& 25 mg/ml
i en fysiologisk oplesning pufret til pH 7,3 med 0,01 molert
natriumphosphat. (LetkadeA og letkzdell er polypeptider med

en molekylvagt pa& ca. 22 000, som indgar i immunoglobuliner,
se Bellanti, "The Principles of Immunclogy", ed. Sounders,
Philadelphia 1971, side 101-107, isar side 104).

Til 0,35 ml af denne oplesning sattes 0,15 ml glycerocl.

0,4 ml af den sidstnavnte oplesning blev indlejret i 200 mg
cellulosetriacetat ved den allerede beskrevne procedure.
Under anvendelse af den samme spindingsprocedure blev der
i en kontrolfiber indlejret 0,4 ml af den allerede beskrevne

puffer.

100 mg af den antiétofholdige fiber og 100 mg af kontrolfibe-
ren blev anbragt i to smd plastreagensglas. Fibrene blev
vasket fem gange med 2 ml 0,01 moler phosphatpuffer, pH

7,3.



145346

19

Derpd sattes til de smd glas 1 ml 0,01 moler phosphatpuffer,
pH 7,3 indeholdende 0,9 pct. natriumchlorid og 0,5 mg/ml

letkeder A og ¥ .

De sma reagensglas blev holdt i 2 timer ved 22 °C og i

yderligere 22 timer ved 4 °C.

Efter inkubation blev oplesningerne udtaget fra de sma
glas, og fibrene blev vasket fem gange med 1 ml 0,01 moler
phosphatpuffer, pH 7,3, indeholdende 0,9 pct. natriumchlorid.

Vaskeveskerne blev kombineret med de oplesninger, som blev
udtaget fra glassene efter inkubation, og proteinkoncen-
treringen pé den saledes opnaede oplesning bestemtes ved

Lowry-metoden.

I de oplesninger, som havde veret i kontakt med kontrol-
fiberen, maltes 0,447 mg proteiner. I de oplesninger, som
havde vaeret i kontakt med den antistofholdige fiber,

maltes 0,385 mg proteiner. De tilsatte 0,5 mg letkeder A
og X er séledes nasten helt udvasket fra kontrolfiberen,
medens en vesentlig mengde er tilbageholdt p& den antistof-

holdige fiber.
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Patentkrayv

1. Porsese celluloseacetatfibre med mikroporer, hvori
der er okkluderet et biologisk aktivt stof til brug
ved gennemferelse af in vitro—feaktioner, hvarhos fib-
renes porer ef af en sadan art, at de forhindrer und-
slippelse af det okkluderede stof, men tillader ind-
trzngen af det agens, som skal omszttes med stoffet,
kendetegnet ved, at det biologisk aktive

stof'er et antigen, antistof eller antiserum.

2. Fremgangsmade til fremstilling af porese cellulose-
acetatfibre ifslge krav 1, kendetegnet ved,

de felgende trin:

(a) fremstilling af det antigen, antistof eller anti-
serum, som skal indlejres, og efterprevning af, at
det hafter ikke-specifikt pa fibermaterialet og
ikke eller kun uvesentligt inaktiveres ved be-

handling med spindeoplesningsmidler,

(b) oplesning eller suspension af det under (a) frem-
stillede antigen, antistof eller antiserum i vand

eller blandinger af glycerol og vand,

(e) tilsetning af oplesningen eller suspensionen (b)

til en oplesning af celluloseacetat,
(d) omrering, indtil der er opnéet en homogen emulsion,

(e) spinding af emulsionen (d) igennem en spindedyse

neddykket 1i et koaguleringsbad, og

(f) om nedvendigt fjernelse af koaguleringsvasken og
celluloseacetat-oplesningsmidlet fra fiberen ved

behandling i en strem af luft eller en anden'gas.

Fremdragne publikationer:

DK ans.nr. 3427/69 (patent nr. 133157),
DE offentliggerelsesskrifter nr. 2244080, 2263289.
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