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Der beskrives et substrat til fluorimmunbestemmelse omfatten-
de et kvaldbart, rehydratiserbart, polymert proteinbindende
materiale, som danner en tredimensional grundmasse, partikel-
formede, ikke-specifikke lysspredende centre fordelt i den
polymere grundmasse, og som er i stand til at sprede synligt
1lys, og partikelformede, specifikke lysspredende centre for-
delt i den polymere grundmasse, og som er i stand til at re-
flektere specifikt fluorescerende, stimulerende lys og ab-
sorbere uspecifikt lys. Substratet binder effektivt protei-
ner og forgger transmitteret fluorescerende lys og forgger
sdledes fglsomhed af bes lsex, der indek r fluor -

milingex.



10

15

20

25

30

35

DK 159175 B

Den foreliggende opfindelse angar et materiale til fluores-
censimmunbestemmelse af biologiske vasker, med et kvaldbart,
rehydratiserbart polymert proteinbindende materiale, som dan-

ner en tredimensional grundmasse.

Et sadant materiale er kendt fra DE-0S 26 03 004. I den deri

beskrevne porese polyvinylchloridgrundmasse er indlejret fin-

delt siliciumdioxid.

Ogsa US-PS 4.061.466 beskriver et sadant materiale, hvori der
dog er immobiliseret et biologisk aktivt makromolekulart stof.

DE-0S 28 47 995 beskriver som substratmateriale et pa barer-
legemet anbragt lag af syntetisk polymert materiale og pa la-
get afsat dobbelthelix-DNS. Anvendelsen af acrylcopolymere som
substratmateriale er kendt fra DE~-0S 27 33 380 og fra oven-
navnte US-PS 4.061.466.

Fluorescensbestemmelse er en virkningsfuld teknik til at pa-
vise sm& mangder af stoffer i en kompleks blanding. Den er
serligt nyttig til fluorescensimmunbestemmelse (FIA) af le-
gemsvasker sisom blod, hvor der skal pavises sma mangder af et

antigen og antistoffer, som genkender det.

FIA er nyttig til diagnose af en sygdom, nar den er specifik
for et sarligt antigen eller antistof, der er karakteristisk
for sygdommen. For at give en palidelig diagnose skal FIA
imidlertid ogsad vare ikke blot specifik, men ogsa meget fol-
som, fordi stoffet, der skal pavises, ofte findes i meget sma

mangder i vasken, der skal analyseres.

Tidligere forseg pa at foroge folsomheden af FIA indbefatter
udviklingen eller brugen af substrater, der selektivt binder
proteiner. Disse substrater kan vare immobiliseret pa faste

overflader, saledes at immunreaktionen mellem antigen og

antistof lettere kan iagttages.



10

15

20

25

30

35

] T ' DK 159175B

Da FIA indebzrer pavisning af lys udsendt af en sarlig fluor-
ofor, afhanger folsomheden ogsd af intensiteten af det saledes
udsendte lys og dets relation til baggrunden eller spredt lys.
Valg af en indfaldende bglgelengde, der passer til stimule-
ringsfrekvensen af fluorofor, er en vigtig faktor til foregel-
se af fz]somhedén. Harte m.fl. 1 amerikansk patent nr.
4.340.564 beskriver et fastfase-immunsubstrat, der omfatter en
overbelagning af polymere perler med lysspredende centre og
bindemidier, som foreger spredt lys. Andre mader til at for-
bedre substrater og forsge mangden af transmitteret lys er
blevet sggt (se f.eks. amerikansk patent nr. 4.258.002).

Materialet ifglige opfindelsen er ejendommeligt ved (1) parti-
kelformede ikke-specifikke lysspredende centre fordelt i den
polymere grundmasse, og som er i stand til at sprede synligt
lys, og (2) partikelformede specifikke 1lysspredende centre
fordelt i den polymere grundmasse, der er i stand til at re-

flektere specifikt fluorescerende stimuleringslys og absorbere

uspecifikt lys.

De partikelformede, ikke-specifikke lysspredende centre i ma-
terialet forpeger fglsomheden af fluorescensimmunbestemmelse
med materialet ifslge opfindelsen ved at sprede bidde indfal-

dende synligt 1ys og emitteret fluorescerende lys.

I det optiske fluorescensimmunbestemmelsesskema barer antige-
net eller antistoffet et fluorescerende farvestofmolekyle som
et identificerende marke, idet dette farvestofmolekyle bliver
anslaet med bolgelangder af lys, som passer til farvestoffets
1jsabsorberende spektrum. Nar farvestofmolekylet absorberer en
foton af 1lys inden for dets specifikke stimuleringscentrum,
haves en elektron til en hgjere energitilstand, og en foton
med mindre energi (langere bslgelangde) bliver derefter genud-
sendt. En specifik lysspreder i forbindelse med fluorescens
ville fremme overforing af siadant lys til en detektor. S&danne
partikler ville imidlertid ogsa absorbere og derfor slukke det

oprindelige stimulerende 1ys og derved gere det umuligt at
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ansla farvestoffet. De uspecifikke lysspredere ifeglge den fo-
religgende opfindelse er derfor valgt sdledes, at de er uspe-
cifikke for ikke at absorbere det stimulerende lys, men stadig
vere i stand til at sprede det udsendte fluorescerende lys fra

farvestoffet.

De specifikke lysspredende centre i materialet spreder kun det
snavre band af lys, som svarer til farvestoffets fluoresceren-
de stimuleringsbelgelazngde. Disse specifikke lysspredere er
pigmenter, hvis lysspredende spektrum passer til det lysabsor-
berende spektrum af det fluorescerende farvestof. Overforing
af indfaldende lys, der har bglgelangder inden for dette spek-
trale omrade, som stimulerer det fluorescerende marke, foroges
derved. P& et eller andet tidspunkt absorberes generende bag-
grundslys med anden bglgelangde og slukkes derved af disse
specikke 1lysspredere. Da overfgringen af fluorescerende 1ys
foroges, medens baggrundslys reduceres af disse specifikke
lysspredere, forbedres folsomheden af FIA med materialet ifel-

ge den foreliggende opfindelse.

Det proteinbindende polymere materiale er fortrinsvis en
acrylcopolymer, f.eks. isar en emulsion p4 vandbasis af en

acrylpolymerharpiks.

De uspecifikke lysspredende partikelformede centre er for-
trinsvis partikler af zinkoxid eller titandioxid (fortrinsvis
i rutil-formen), enten hver for sig eller kombineret. I almin-
delighed kan de uspecifikke lysspredende partikler dog vare
uorganiske, sasom anatas- eller rutilformerne af titandioxid,
zinkoxid, calciumcarbonat, eller de kan hidrere fra ler, sasom
kaolin (porcelansler), bentonit eller Fuller-jord, eller de
kan vare af organisk oprindelse, sasom stivelser. Disse lys-

spredere er partikelformede, er ensartet fordelt og spreder

alt lys effektivt.

De specifikke 1lysspredende centre er ogsa partikelformede,
tilfaldigt fordelt i den proteinbindende polymere latex og er
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fortrinsvis en pigmenteret forbindelse med specifik gnskelig
spektralrefiektans. Mest foretrukket er et metallisk phthalo-
cyaninsalt, kobber-phthatocyanin; f.eks. er phthalocyanin-
forbindelsen (ofte omtalt som "pigmentet") en specifik absor-
ber af lys, hvis spektrale spredningsfordeling er afpasset til
stimuleringsspektret for det anvendte fluorescerende farvestof
og reducerer saledes eventuelt 1lys af ugnsket bglgelangde,
hvad enten det skyldes autoflourescens eller baggrundsspred-
ning. Nar man saledes anvender fluoresceinisothioscyanat
(FITC) som det farvestof, hvis spektrale absorbanstop er i det
"h14" omrade af spektret ved 470 nanometer, vil man anvende
partikler af kobberphthalocyanin, hvis spektrale reflektans
eller spredning er pavist at vare optimal ved 470 nanometer.
Hvis det anvendte farvestof er et rhodaminderivat, som absor-
berer i det "“gronne" omrade af spektret og fluorescerer i det
"orange" omradde af spektret, skal man anvende det passende

pigment til at maksimere spredning ved ca. 530 nanometer bsl-

gelangde.

Det foretrakkes at anvende uspecifikke lysspredende centre i
et vagtforhold pa ca. 30:1 i forhold til de specifikke lys-

spredende centre.

1 foretrukne udfgrelsesformer ifslge opfindelsen findes det
immunadsorptive materiale i kombination med en fast barer.
Mere foretrukket omfatter den faste barer en i det vasentlige
flad overflade, f.eks. overfladen af en preveglasplade. Mest
foretrukket findes det immunadsorptive materiale som et for-
holdsvis tykt lag (40 - 50 mikron i dybden) pa den i det
vasentlige flade bund af provefordybninger i den faste barer.
Progvefordybningerne er fortrinsvis af cirkular dimension med

stejlt skranende vagge.

Det immunadsorptive materiale ifelge opfindeisen kan desuden
omfatte et dimmunogent reagens, enten antigen eller antistof.
Materialet i disse udfsrelsesformer er sarligt nyttigt til
analyse- af blod eller andre legemsvasker for immunogene rea-
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genser, der er karakteristiske for en sygdom, isar de der
forarsages af virale bakterielle eller parasitiske infektio-
ner. Eksempler herpad er: katteleukemivirus, katteinfekties
peritonitis, toxoplasmose, katteinfektigs anami, hjerteorn,
hundebrucellosis, hundeparvovirus, antinukleare antistoffer,
reumatoid faktor og hundesyge, diagnose af heste og beslagtede
dyr for hesteinfektiss anami, hestesvangerskab, kvarke, heste-
pneumonitis, hestemetritis og hesteinfluenza, virale program-
mer for laboratoriemus og -rotter, oksebrucellosis, fuglesyg-
domme, herunder Newcastle's sygdomsvirus, psittacosis og leu-
kosis, sygdomme hos svin sasom trichinosis, gastroenteritis,

pseudo-rabies og afrikansk svinefeber.

Endvidere er mangdebestemmelser af IgG, IgA, IgM og IgE, se-
rumproteinkomponenter af komplementarsystemet og andre serum-

proteiner mulig.

Det proteinbindende immunsubstrat kan fremstilles ved at
blande et acrylcopolymermateriale omfattende 50% harpiks og
50% vand ved en pH-vardi pa ca. 8 - 9 (bestanddel A) med en
emulsion af acrylcopolymer og vand blandet med en suspension
af titandioxid og zinkoxid (bestanddel B) og en emulsion af
acrylcopolymer og vand blandet med en suspension af titan-
dioxid og kobberphthalocyanin (bestanddel C). Bestanddel B kan
desuden omfatte et streomningsfremmende middel, f.eks. en
tallesterharpiks. Fortrinsvis omfatter bestanddel B ca. 3 - 5%
tallesterharpiks. Bestanddelene kombineres fortrinsvis i for-
holdet A:B:C = 2,5:2,5:1 og fortyndes for brugen i 5 dele

destilleret vand.

Acrylcopolymeren kan vare afledt af methacrylsyre eller poly-

methylmethacrylat eller copolymere af kombinationer deraf.

Materialet kan ogs& vare afledt af vinylacetater og -derivater
eller af butadien-styren og copolymere af disse med andre po-
lymere. Det kan vare et epoxypolymermateriale, vinylchlorid-
materiale eller copolymer af de monomere Kkomponenter af vil-

karlige to eller flere af de ovennavnte.
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Harpiksen i bestanddelene A, B og C er fortrinsvis i perle-
form, hvor perlerne har en diameter fra 0,1 til 1,0 mikron,
fortrinsvis ca. 0,2 mikron. Oxiderne i bestanddelene B og C er
partikler, der er valgt til at vare ca. af sterrelse son
havidelen af bslgelangden af 1lys, som rettes mod preven. Til
flourbestemmelser ifelge den foreliggende opfindelse er par-
tiklerne f.eks. fortrinsvis ca. 0,2 mikron. Phiha]ocyaninfor-
bindelserne, der er tilfaldigt fordelt i den polymere grund-
masse, er i almindelighed mindre end 0,1 mikron og er for-

trinsvis mellem 0,05 og 0,1 mikron.

En foretrukket udferelsesform omfatter FITC som farvestofmar-
ket og kobberphthalocyanin som den spredende pigmentpartikel.
Optimalt sterrelsesvalg af partiklerne er baseret pad spred-
ningsteorien og indicerer, at optimal spredning sker, nar par-
tikeldiameteren er ca. halvdelen af lysets bglgelangde. Da der
med FITC som farvestofsmolekyle rettes "blat" 1lys med bolge-
langder pa& 420 - 480 nanometer mod filmen, ville det vare

ideelt at have partikler med diameter pa 0,2 - 0,3 mikron.

Acrylpolymerperlierne og titandioxidet har fortrinsvis diame-
terfordelinger, som er maksimum ved ca. 0,Z mikron. Kobber-
phthalocyanidet omfatter fortrinsvis partikler, der er noget

mindre, men som stadig reprasenterer et effektivt sprednings-

tvarsnit.

Foretrukne materialer ifolge opfindelsen er immobiliseret pa&
en fast barer. Den faste barer har fortrinsvis en i det va-
sentlige flad overflade, hvorpa substratet aflejres i i det
mindste ét tydeligt adskilt omrade. Mest foretrukket omfatter
den faste barer desuden en eller flere provefordybninger med i
hovedsagen flad bundoverflade og divergerende sidevagge. Sub-
stratet. immobiliseres fortrinsvis. pid fordybningernes flade
bundoverflader. Fordybningerne med substratet aflejret derpa
frembyder saledes et afgraznset omrade, hvori bestemmelser af
en vaske kan ske. Immobiliseret under regulerede temperatur-
og fugtighedsbetingelser (f.eks. 20°C og 70% fugtighed) dannes
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en kolloid film med en tykkelse pd 40 - 50 mikron, og som er

vandpermeabel.

Med kontrollerede tgrringshastigheder (temperatur og fugtighed
ma ikke svinge eller vare ekstreme, og der tolereres ingen
udsattelse for trak) og med den passende fortynding med des-
tilleret vand, som vist i sammensatningen, bringes en flydende
aflejring af emulsionen med en hgjde pa ca. 75 mikron til at
flyde sammen til en tyk film pa& ca. 40 - 45 mikron, som vist i

elektronmikrografer.

Nar en typisk film er teor, vejer den fra 60 til 65 mg. Efter
10 minutters udsazttelse for vandige oplegsninger (f.eks. efter
udbledning i vand eller aflejringer af legemsvasker) vokser
filmens vagt til 116 milligram, en 75%'s forogelse pa grund af
vandindhold. Selv efter 1% times paAfolgende terring ved stue-
temperatur findes der et resterende overskud pa 6 - 7% vand-

indhold, som forsvinder eksponentielt.

De folgende eksempler illustrerer brugen af materialerne ifol-

ge opfindelsen til immunbestemmelse af vasker ved diagnose af

sygdomme.

EKSEMPEL 1.

- o - - - -

Katteleukami-bestemmelse.

Bestemmelse af opbrug af antistof:

Materiale ifslge opfindelsen blev immobiliseret p& bunden af
prevefordybninger i en fast barer. p-27-antigen, et af kerne-
antigenerne i katteleukamivirus, b1ev_hastet fra en voksende
cellelinie F1-74 og aflejret pd en farste prevefordybning.

1 en anden preovefordybning blev en prove indeholdende P-27-
antigen inkuberet med anti-P-27-antistof, der var udviklet i
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kaniner. Efter 10 minutters inkubation blev en del af denne
blanding overfert til den forste forsggsfordybning for at lade
eventuelt frit antistof, der ikke allerede var bundet til an-
tigenproven, ga i forbindelse med P-27-antigenet i substratet.
Efter 15 minutters inkubation og en kort vask blev gede-anti-
kanin-immunoglobulin G (IgG), som var market med fluorescein-
isothiocyanat (FITC), sat til substratet. Efter 10 minutters
inkubation blev substratet vasket og indsat i et Daryl "TRACK
XI"-apparat og malt for transmitteret fluorescerende 1lys. Ka-
libreringsprover af leukamivirus var normal kattesera indehol-

dende kendte koncentrationer af P-27-antigenet.

Kliniske forsgg med 104 tidligere frosne katteserumprgver
viste en specificitet pa 85% og en folsomhed pa 95% over for

en sammenlignet ELISA-subjektiv "sandwich"-bestemmelse.

EKSEMPEL 2.

Fluorescensimmunbestemmelse af katteinfektigs peritonitis

(FIP).

Til alternative fordybninger indeholdende materiale ifelge op-
findelsen blev anvendt kontrolpraparat og antigenpraparat.
Kontrolpraparatet var overliggende vaske, der var fremkommet
af dyrkede svinenyreceller (pk), fortyndet 1:3 med 0,1 M
bicarbonatstedpude, pH 9. Antigenpraparatet var TGE-virioner
fremkommet af overliggende vaske fra dyrkede PK-celler, der
var inficeret med TGE-virus (Miller-stammen). Katteinfektigs

peritonitis-antistoffer krydsreagerer kraftigt med TGE-virus.

En katteblodprove blev indfert i pade kontrol- og antigenfor-
dybningen og inkuberet i 10 minutter. Efter en vask blev ka-
nin-anti-kat-IgG med FITC-marke derefter indfort i fordybnin-
gerne. Efter 10 minutters inkubation og en endelig vask med
vand blev fordybningerne underssgt for fluorescens i maleappa-
ratet. Ved analyse af resultaterne trakkes fluorescensen af
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kontrollen fra den fra antigenfordybningen fremkomne fluores-
cens af begge kalibrerede prever og ukendte prever for at fa
en netto-fluorescensaflasning. - Kalibrerede prover er sammen-
blandede sera med kendt FIP-titer bestemt ved anden teknik.
Kliniske forssg med 124 prover af forud frosne katteserumpre-
ver visete en specificitet pa 80% sammenlignet med den kendte

kinetiske enzymbundne bestemmelse (KELA) og en fglsomhed pa

90%.

EKSEMPEL 3.

Fluorescensimmunbestemmelse af Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii kan pavirke mange forskellige dyr, men kat-
ten tjener som det naturlige reservoir. Den er af alvorlig
klinisk betydning, idet overfering fra en huskat til en gravid
ejer kan fore til katastrofale fodselsdefekter hos fosteret.
Bade den svangre kvinde og hendes kat skal derfor undersages

periodisk ved serologi under svangerskabet.

Til understottet materiale, som anvendt i eksempel 1, sattes
opleselige antigener, der er ekstraheret fra sprangte Toxo-
plasma gondii-organismer. Substrat og antigen immobiliseres i
proverfordybninger. En drabe fuld, ufortyndet serum eller blod
anbringes i hver fordybning. Fordybningerne inkuberes i 10
minutter ved stuetemperatur for at tillade reaktionen mellem
antistoffer for T. gondii og det immobiliserede antigen. For-
dybningerne vaskes og bringés sd4 i kontakt med anti-katte-
antistoffer market med fluoresceinisothiocyanat (FITC). Efter
10 minutters dinkubation blev fordybningerne vasket og iagt-
taget for fluoresens. Kontrolprever med kendt titer blev be-

handlet samtidig for at skabe en kalibreringsprove.
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EKSEMPEL 4.

- - - -

De folgende bestemmelser bilev udfert ved anvendelse af den
almene fremgangsmade, og materialet og udstyret, der er be-
skrevet i eksempel 1 - 3. Katté-IgG blev fremstillet som i
eksempel 3, men intet antistof eller antigen blev forud
tilfert det kolloide substrat. Serum blev anbragt i fordyb-
ninger i 10 minutter. Alle serumproteiner blev absorberet.
Efter vask blev anti-katte-IgG-antistof med FITC-merke til-
fort. Det reagerede kun med det bundne IgG. Efter 10 minutters
jnkubation blev overskud af anti-katte-IgG vasket bort, og

fluorescensen blev aflast. Kalibreringer gav kvantificering i

mg Ig6 pr. 100 ml biod.

Heste-IgG-bestemmelse blev udfort pa4 samme méade som katte-IgG-
pbestemmelsen, men blev kalibreret til lave niveauer for at

pestemme, om et nyfedt fol var immunodefekt, da det ikke havde

taget ramalken fra hoppen.

Hundesyge-antistof, hundeparvovirus-antistof og hunde-antistof
mod Brucella blev alle anvendt i "sandwich"-teknik, udfert som
i eksempel 3, og rettet mod de pagaldende antigener. Alle
anvendte to 10 minutters inkubationer og to korte vaskninger.
ingen kravede brug af kontrolfordybninger séledes som
FIP-preven i eksempel 2. Til en preve for reumatoide faktorer
i hunde var antigenet “andret" kanin-1gG, hvortil der i nogle
hunde rettes IgM-antistoffer. Et anti-hund-IgM-antistof med
FITC-marke blev anvendt pa samme made som i eksempel 1 - 3.
Ti1 en hunde-antinuklear antistofprove biev dobbeltstrenget og
enkeltstrenget DNA plus ribonuklear protein Kombineret som

antigen. Proven blev udfert som i eksempel 1 - 3.
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Patentkrayv.

—— - - e n o an e e v

1. Materjale til fluorescensimmunbestemmelse af biologiske
vasker, med et kvaldbart, rehydratiserbart polymert protein-
bindende materiale, som danner en tredimensional grundmasse,
kendetegnet ved, (1) partikelformede ikke-speci-
fikke lysspredende centre fordelt i den polymere grundmasse,
og som er i stand til at sprede synligt lys, og (2) partikel-
formede specifikke lysspredende centre fordelt i den polymere
grundmasse, der er i stand til at reflektere specifikt

fluorescerende stimuleringslys og absorbere uspecifikt lys.

2. Materiale ifelge krav 1, kendetegnet ved, at

det polymere prateinbindende materiale er en acrylcopolymer.

3. Materijale ifelge krav 2, kendetegnet ved, at

acrylcopolymeren bestar af methacrylsyre og polymethylmeth-

acrylat.

4, Materiale ifelge krav 1, kende tegnet ved, at
de ikke-specifikke lysspredende centre er oxider af titan og

zink hver for sig eller i kombination.

5. Materiale ifslge krav 1, kende tegnet ved, at
det specifikke lysspredende centrum er en phthalocyaninforbin-

delse.

6. Materiale ifolge krav 1, kende tegnet ved, at

det er immobiliseret p& en fast barer.

7. Materiale ifolge krav 6, ke nde tegnet ved, at
den faste berer har en i det vasentlige flad overflade.

8. Materiale ifolge krav 7, kende tegnet ved, at
det omfatter en eller flere provefordybninger, der har i ho-
vedsagen flad bund og udadskranende sidevegge og hvor materia-

let er immobiliseret pad bunden.
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9. Materiale ifolge krav 1, kendetegnet ved, at
substratet er et lag med en dybde fra 40 £til 50 mikron pa den

flade ovehflade.

10. Materiale ifslge et af de foregaende krav, kende-
tegnet ved, at det har bundet deri og dertil et farste
stof, som er i stand til at reagere med et eller flere folgen-

de stoffer til dannelse af et fluorescerende produkt.

11. Materiale ifelge krav 10, k e n detegnet ved, at
det forste stof er et antigen eller antistof.

12. Materiale ifslge krav 11, kendetegne t ved, at
antigenet eller en fraktion deraf er TGE-virioner, P-27-anti-
genet eller katteleukamivirus, Toxoplasma gondii, hundesyge-
virus, hundeparvovirus, hunde-Brucella-organismer, Brucella

abortus-organismer, hjerteorm eller Trichinella.
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