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Diagnostisk fremgangsméde in vitro,
ved hvilken lymfocyter inkuberes
med antigener.

Den foreliggende opfindelse angdr en diagnostisk frem-
gangsm&de in vitro, ved hvilken lymfocyter inkuberes med antigener,
inkubationsblandingen eller den cellefri ovenstédende vaske sattes
til en dispersion af indikatorpartikler, som indgér vekselvirk-
ninger med inkubationsblandingen eller den cellefri ovenstéende
vaske, hvorved partiklernes opfgrsel andres mdleligt, nar disse
partiklers vandringshastighed méles i et elektrisk felt.

Det er kendt, at lymfocyter hos patienter med forskellige
sygdomme kan stimuleres ved hjzlp af antigener p& den made, at de
frigiver substanser, ved hjalp af hvilke vandringshastigheden af mar-
svinemakrofager andres i det elektriske felt. Dette princip indfgr-
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tes af E.J. Field og E.A. Caspary, The Lancet, 1970, side 1337-1341
til brug ved tumordiagnostiken. I mellemtiden er det blevet kendt
at anvende denne metode til identificering og differentialdiagnose
af en rakke andre sygdomme, som f.eks. bronchial astma, multipel
sclerose, scrapie, neurologiske sygdomme og skjoldbruskkirtel-
sygdomme, samt endvidere til overvagning af thymuskirtlens funk-
tion. I transplantationsimmunologien kan fremgangsmaden anvendes
til donor-modtager-udvaelgelse og til observation af posttrans-
plantationssituationen. Makrofagernes andrede vandringshastighed
kan midles i i handelen varende celleelektroforeseapparaturer
(cytopherometre) og udnyttes i den kliniske diagnostik.

Den af Field og Caspary, jfr. ovenfor, eller J.A.U.
Pritchard et al, Br. J. Cancer, 27, 1-9 (1973) indfgrte metode
er isar baseret p& den uheldige forestilling, at der ngdven-
digvis md anvendes makrofager. Disse kan kun ved en kostbar
teknik tilvejebringes fra sunde forsggsdyr som marsvin og er kun an-
vendelige i kort tid. Ved preparationen af makrofager fra marsvin
£8s en rekke forskellige cellepopulationer, som vandrer med forskel-
lig hastighed i det elektriske felt. Derfor skal der til malingen
udvelges en bestemt population, hvilket indebzrer et yderligere pro-
blem ved denne metode. Makrofager fra syge dyr kan ikke anvendes i
Field og Caspary's testsystem.

Der har derfor varet et behov for at erstatte makrofagerne
med ladede indikatorpartikler af vidtgaende homogen stgrrelse og
form, som pd grund af deres stabilitet muligggr anvendelse over lan-
gere tid, og som pa grund af ensartetheden af den elektriske ladning
og pé‘grund af udseendet muligggr en forenklet bedgmmelse af madlin-

gen i den elektroforetiske vandring.
Det har nu vist sig, at der til den diagnostiske fremgangs-

mide i stedet for makrofager kan anvendes visse partikler, som i
et elektrisk felt udviser en i det vasentlige enartet opfgrsel,
som indgdr bindinger eller i videste forstand vekselvirkninger
med tilsvarende forsggssubstanser, sdsom et lymfocyt-medium, pa
en sidan made, at partiklernes opfgrsel i det elektriske felt
zndres maleligt, og som direkte kan observeres eller mdles med et
passende apparat. Ifglge opfindelsen anvendes der sdledes som in-
dikatorpartikler tannerede (dvs. med tannin behandlede) og even-

tuelt med sulfosalicylsyre behandlede erythrocyter.
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Opfindelsen angdr sdledes en diagnostisk fremgangsmade
in vitro af den i det foranstdende angivne art, hvilken frem-
gangsmdde er ejendommelig ved, at der som indikatorpartikler
anvendes tannerede og eventuelt med sulfosalicylsyre behandlede

erythrocyter.
Den kemiske natur af de i den ovenstéende vaske indeholdte

faktorer, som er i stand til at indgd vekselvirkninger med indika-
torpartiklerne, har hidtil varet ukendt. Genstand for diskussion
er siledes f.eks. lymfocytprodukterne "macrophage slowing factor
(MSF)" og "migration inhibition factor (MIF)". I betragtning som
antigener kommer sadanne, som er almindeligt oplgselige i vandige
medier, men ogsd partikulare antigener, sdsom celler eller formede
cellebestanddele. Til de oplgselige antigener hgrer antigener af
mikroorganismer og hgjere stdende levende vasener, vegetabilske lek-
tiner (dvs. planteproteiner, som indgér en specifik binding med
carbonhydratandelene af glycoproteiner og -lipider) samt andre
antigener af naturlig eller syntetisk herkomst.

Ved anvendelse af det antigen, som er specifikt for diagno-
sen af en bestemt immunitet, stimuleres lymfocyter fra en observa-
tionspatient, som reagerer med dette antigen. De i den omgivende op-
lgsning afgivne substanser a@ndrer indikatorpartiklernes overskuds-
ladning i sammenligning med indikatorpartiklerne, som er tilvejebragt
med medier fra inkubation af lymfocyter fra ikke-reagerende perso-
ner og det samme antigen. Som specifikke antigener for diagnostik-
en er f.eks. antigener som tuberkulin, tetanus-toxoid og strepto-
kok-antigener anerkendt som mdlestok for den celleformidlede immu-
nitet. Derudover kendes nogle f& specifikke antigener, hvis pavis-
ning henviser til forekomsten af almindelige sygelige afsporinger
i legemet. F.eks. eksisterer en sammenhzng mellem den encephalito-

gene faktor (EF) og kraft.
Ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen anvendes lymfocyter

fra observationspatienten fra dennes blod eller lymfe eller vav

fra lymfoide organer. Ved anvendelse af blod bliver dette gjort
ukoagulerbart, og dette kan f.eks. opnds ved tilsztning af hepa-
rin. Lymfocyterne tilvejebringes efter en af de kendte fremgangs-
mi&der. Blodprgven anbringes f.eks. pd& en med glasperler fyldt sg¢j-
le, hvorpd adhzrente celler bliver hangende. Lymfocyterne udvindes
af eluatet ved gradientcentrifugering, hvorpé& de inkuberes med det
diagnostiske antigen i 60 min. til 24 timer ved 20-37°C med et for-



144543

hold mellem antigen og lymfocyter, som er konstant under hele for-
sgpget. Inkubationsblandingen af antigen og lymfocyter eller den

fra lymfocyterne isolerede ovenstiende inkubationsvaske anvendes
til ladning af de indikatorpartikler, som anvendes i stedet for
makrofager. Hertil behandles indikatorpartiklerne, nemlig tanne-
rede erythrocyter, og isar sadanne, som stabiliseres yderligere med
sulfosalicylsyre efter den af Becht indfgrte fremgangsmade (J.
Inmunol. 101, 18-22 (1968)), i en suspension af 1 x 107 til 5 x

lO7 pr. mI—;ed inkubationsblandingen eller den ovenstéende inku-
bationsvaske og inkuberes i 30-120 min. ved 20-40°C.

Forholdet antigen til lymfocyter bestemmes i et forudgéende
forsgg, i hvilket der til et konstant antal pd ca. 0,5 til 1 x lO6
lymfocyter/ml medium tilszttes en stigende mengde antigen, hvoref-
ter den optimale'pévirkning af indikatorpartiklernes vandringsha-
stighed registreres.

Den herefter tilvejebragte suspension af de behandlede indi-
katorpartikler tilfgres et celleelektroforesesystem, som muligggr
registrering af vandringshastigheden. Bestemmelsen sker ved konsta-
tering af den elektroforetiske vandringshastigheds afvigelse fra
nulverdien og verdien hos ikke-reagerende kontrolpersoner. Hvis
f.eks. den éncephalitogene faktor (EF) som antigen inkuberes med
lymfocyter fra en patient, som mistznkes for at have tumorer, og
hvis inkubationsmediet bevirker en nedsattelse af den elektrofore-
tiske bevagelighed af de dermed behandlede erythrocyter i forhold
til erythrocyter, som kun er inkuberet med et fysiologisk accepta-
belt inkubationsmedium (nulvardi), og i forhold til erythrocyter
hidrgrende fra et inkubationsmedium af efter inkubation med EF ikke~
reagerende lymfocyter fra kontrolpersoner, (normalverdi), vurderes
diagnosen patologisk.

Hvis f.eks. tetanus-toxoid eller renset tuberkulin som anti-
gen inkuberes med lymfocyter, og hvis inkubationsmediet bevirker
en nedsattelse af den elektroforetiske bevagelighed af de dermed
ladede erythrocyter i forhold til erythrocyter, som inkuberes med
den ovenstaende vaske fra en antigenfri lymfocytkultur, foreligger
der hos patienten en sensibilisering mod det anvendte antigen. Det
positive resultat gazlder endvidere som milestok for den cellulare

immunitetssituation hos lymfocytpatienten.
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s&fremt der i stedet for et oplgseligt antigen inkuberes
0,5 til 2 x 106 lymfocyter fra en anden patient som antigen sam-
men med 0,5 til 2 x lO6 lymfocyter fra den fgrste patient som en
"blandet lymfocytkultur", og sdfremt der i overensstemmelse med
opfindelsen smttes fra 1 til 5 x 10’ indikatorpartikler til den-
ne blanding, er det muligt pd& grundlag af partiklernes vandrings-
hastighed i det elektriske felt at bestemme graden af de to lymfo-
cytpopulationers uforenelighed. Af forsggsresultatet har man draget
slutninger med hensyn til patienternes slegtskabsgrad i videre betyd-
ning. Vigtige anvendelsesomr&der er genetiske studier og undersggel-
ser inden for rammerne af organtransplantationer.

T forhold til den almindelige blandede lymfocytkultur, hvis
resultat foreligger efter 5-6 dage, kan man med det elektroforeti-
ske system under anvendelse af indikatorpartikler f4 resultatet al-
lerede efter ca. 2 timer.

I det fglgende illustreres fremgangsmaden ifglge opfindelsen

nermere ved en rzkke eksempler.

Eksempel 1
I en sprgjte med 0,5 ml heparin udtages fra observationspatien-

ten 23 ml vengst blod. Blodprgven hzldes pa en s¢jle (2 cm diameter,
30 cm hgjde) fyldt med glasperler (2 mm diameter) og henstar i varme-
skab i 90 minutter ved 37OC. Derefter fortyndes eluatet i spjlen i for-
holdet 1:4 med Hanks' oplgsning med et indhold pa 0,05% af Naz—sal—
tet af ethylendiamintetraeddikesyre (EDTA). Det fortyndede eluat
overhaldes over 1/4 af sit volumen med et lag af en oplgsning be-
stdende af natrium~, calcium-, magnesium- og methylglucaminsalte

af metrizoesyre ("Ronpacon"c>, Cilag—-Chemie GmbH, Alsbach) og med et
lag af en hgjmolekular copolymer af saccharose og epichlorhydrin
("Ficoll"C>, Pharmacia, Uppsala) med vegtfylde 1,074 og centrifuge-
res i 15 minutter ved 250 g. Den over vagtfyldegradienten liggende
lymfocytring udtages og vaskes én gang med Hanks' + EDTA oplgsning

og derefter to gange med Hanks' oplgsning. Cellerne centrifugeres

fra og optages i 0,5 ml Dulbecco-medium uden serum.

Dulbecco's medium er et kﬁiturmedium til celledyrkning og
bestdr af en blanding af aminosyrer, vitaminer, uorganiske salte,
puffersubstanser og antibiotika. Det er en almindelig handelsvare.

Celletallet bestemmes i Coulter-Counter (fabrikant: Coulter
Electronics, Krefeld), og lymfocyt-suspensionen indstilles pa
1x lO7 celler med Dulbecco-medium. Pr. 0,7 ml af denne cellesuspen-
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sion tilsattesr3 ml af oplgsningen af den encephalitogene faktor
(EF) (0,3 mg EF pr. 1 ml Hanks') og inkuberes i 24 timer. Der-

efter centrifugeres lymfocyterne fra, og 3 ml af den ovenstdende
veske inkuberes 1-2 timer med 1 ml af en cellesuspension (5 x 10

efter Becht-metoden stabile og tannerede erythrocyter pr. ml

7

Hanks'). Erythrocyterne fremstilles pd den mdde, at erythrocyter
frarbeder behandles i suspension med tannin i forholdet 1:20.000
0g de:pé med sa megen'sulfosalicylsyre, at der fremkommer en 2%'s
opl¢sning. De behandlede erythrocyter vaskes, der fremstilles en
20%'s (vagt/rumfang) erythrocytsuspension, og denne lyophiliseres.
Herefter males denne cellesuspension i et cytopherometer,
og partiklernes elektroforetiske vandring vurderes diagnostisk med

henblik p& forekomsten af en kraftsygdom.
Et cytopherometer er et mikroskop, som tjener til bestemmelse

af den elektriske overfladeladning af suspenderede mikroskopiske
partikler pd grundlag af disses vandringshastighed i det elektriske
felt (elektroforese). Den dertil anvendte suspension befinder sig

i malekammeret af et sdkaldt elektroforesesystem. Mikroskopets op-
tiske akse befinder sig i vandret stilling, da mélekammeret skal

st& lodret. Derved elimineres pavirkninger, som kan forfalske madlin-

gen af vandringshastigheden.

Eksempel 2
Safremt der som i eksempel 1 i stedet for EF anvendes 3 ml af
en oplgsning af renset tuberkulin (150.000 E/ml), muligggr malingen
af partiklernes elektroforetiske vandring diagnosen af en observa-

tionspatients sensibilisering over for renset tuberkulin.

Eksempel 3
~ S&fremt der som i eksempel 1 i stedet for EF anvendes 3 ml
af en oplgsning af tetanus-toxoid (20 L f/ml), muligggr mdlingen
af partiklernes elektroforetiske vandring diagnosen af en observa-

tionspatients sensibilisering over for tetanus-toxoid eller toxin.

Eksempel 4
20 ml med heparin blandet, vengst blod fra en observationspa-

tient fortyndes 1:2 med Hanks' oplgsning og heldes pa en tolags-
-gradient, hvor hvert lag bestidr af en 30 ml oplgsning med forskel-
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lig vegtfylde, dvs. et gverste lag A bestaende af natrium-, calcium-,
magnesium- og methylglucaminsalte af metrizoesyre ("Ronpacon" ™, Ci-
lag-Chemie GmbH, Alsbach) og af en hgjmolekular copolymer af saccha-
rose og epichlorhydrin ("Ficoll" é, Pharmacia, Uppsala) med vagtfylde
1,077, og et nederste lag B bestiende af de navnte substanser, dog
med vagtfylde 1,119. Fortyndingen, som er haldt pa gradienten, cen-
trifugeres i 20 minutter ved 800 g. Den over laget A liggende lymfo-
cytring udtages og vaskes tre gange i Hanks' oplgsning, og de sdle-
des tilvejebragte lymfocyter optages i Dulbeccomedium. De dannede
blodbestanddele, som forstyrrer médlingen, is®r granulocyter og ery-
throcyter, befinder sig ved granselaget mellem lag A og B, eller pa

bunden af gradientbeholderen.

6

Som forsggsblanding anvendes 1 x 10  lymfocyter blandet med

5 x 107 indikatorpartikler (tannerede og sulfosalicylsyrebehandlede
erythrocyter), idet antigenet EF forinden tilsattes i en koncen-
tration pd 0,3 mg/ml til et totalvolumen p& 3,5 ml. Efter in-
kubation i 60 minutter anbringes blandingen i et cytopherome-

ter, og den elektroforetiske vandring af de i blandingen inde-
holdte indikatorpartikler bestemmes. Nedsettelsen af indika-
torpartiklernes vandringshastighed muligggr en konstatering af
forekomsten af en malign sygdom hos observationspatienten.

Som kontrol tjener en tilsvarende forsggsblanding under udeladel-

se af antigenet.

Eksempel 5

Hvis lymfocyterne fra en observationspatient som i
eksempel 4 1 forsggsblandingen i stedet for et oplgseligt an-
tigen, EF, blandes med 1 X 106 lymfocyter fra en ikke beslag-
tet anden observationspatient som antigen, og disse inkuberes
som en blandet lymfocytkultur, og hvis der til denne blanding
som i eksempel 4 sattes 5 x 107 indikatorpartikler, er det
muligt efter maling af indikatorpartiklernes vandringshastighed
i et cytopherometer at konstatere graden af uforenelighed mel-
lem de to lymfocytpopulationer eller mellem observationspatien-
terne pd tilnarmelsesvis samme méde som ved en patient-modtager-

udvaelgelse ved organtransplantation.



144543

Patentkravwv.

7 Diagnostisk fremgangsméde in vitro, ved hvilken lymfo-
cyter inkuberes med antigener, inkubationsblandingen eller den celle-
fri ovenstdende vaske tilsattes til en dispersion af indikatorpar-
tikler, som indgdr vekselvirkninger med inkubationsblandingen eller
den cellefri ovenstdende vaske, hvorved partiklernes opfgrsel andres
méleligt, nadr disse partiklers vandringshastighed males i et elek-
trisk felt, k ende tegnet ved, at der som indikatorpartikler
anvendes tannerede_og eventuelt med sulfosalicylsyre behandlede ery-
throcyter.
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