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Opfindelsen angdr hidt1]l ukendte diagnostiske micier til

pévisning af korposkulare, hajmolekylare o¢ lavmolekylere

stoffer i vasker, fortrinsvis kropsvasker, som bestdr af
vandfaste film, der indeholder de til den pdgaldende pivis-

ning npdvendice reagenser. Filmene er gjort mere sugedyct:-

ge, siledes at de er egnede til bestemmelse af cellulare
bestanddele og store molekyler, sisom enzymer, ved at
der t:l den vandige dispersicn eller organiske Opi@sr

nvora¢ den vanduopleselige filr dannes,

ang af

filmdannende stoffer,

er sat fine partikler af fasze stoffer, som sbner filmen.

Det diagnostiske middel fremstilles ved at blande en op. @5~

ning eller dispersion af filmdanneren 1 en eanet vaske med

zvnte f£ilmidbnende partikler og eventuelt de nedvendige

de n
udforme blandincen pa et under-

reagenser og hjalpestoffer,
lag til en tynd £ilm og afdampe vasken, ©o¢ cGerefter eventuelt

impregnere f{ilmen med reagenser.
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Opfindelsen angar et diagnostisk middel til pavisning af ind-
holdsstoffer af vasker omfattende en vaskefast film, som er
fremstillet af en vandig dispersion af fiimdannende organisk
plast, og hvori der er blandet de til pavisningen ngdvendige
reagenser samt fyldstoffer i form af uoplgselige uorganiske

eller organiske partikler.

Pavisning af indholdsstoffer i vasker ved hjalp af preve-
strimler far stadig sterre betydning. Den giver i mange til-
fzlde enkle, billige og hurtige pavisningsmetoder. Provestrim-
ler er vidt udbredt i urindiagnostikken som kvalitativ og se-
mikvantitativ pavisningsmetode. Specielle provestrimler kan
ogsa anvendes til pévisning af indholdsstoffer af blod og se-
rum i den medicinske diagnose. Derudover benyttes provestrim-
ler ogsa i vidt omfang til undersggelse af drikkevarer, drik-

kevand, spildevand og andre vasker, der fremkommer i industri-

en.

En vanskelighed for den kvantitative udnyttelse af pavisnings-
metoderne isar til hejmolekylzre og korpuskulzre bestanddele
af vesker pa prevestrimmelbasis 1& hidtil i, at der nasten u-
delukkende blev anvendt papir som sugende bazrer. Som eksempel
skal anferes bestemmelsesmetoden af hamoglobin i blodet ifglge
Tallqvist. Homogeniteten med hensyn til lagtykkelse, struktur
og sammensatning, som er nedvendig for kvantitative prgver, er
vanskelig at opna med papir. Ved anvendelse af papir til kvan-
titative pregver viser det sig endvidere som en ‘ulempe, at en

eksakt dosering af prevematerialet ofte er nesdvendig.

Et stort fremskridt for den kvantitative bestemmelse af Tavmo-
lekylare stoffer gav anvendelsen af film ifelge DBP 1.598.153.
Disse films egenskaber kan tilpasses de pagaldende analyseme-
toder. De forlanger ingen pracis dosering af undersogelsesma-
terialet og reagerer p& samme made med urin, plasma, serum
eller fuldblod. Efter en kort indvirkningstid bliver det over-
skydende materiale blot afterret. P& grund af den ringe pore-

storrelse af disse film muligger de en fraskillelse af de dis-
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pergerede eller suspenderede bestanddele i oplesningen, der

skal undersgges eller af erythrocyterne i blodet fra de lavmo-
lekylare oplgste indholdsstoffer.

Disse film kan til forbedring af deres egenskaber ogs& inde-
holde ringe ma&ngder af hjalpestoffer henholdsvis pigmenter

sédsom kridt eller titandioxid til forggelse af remissionen.

Disse film kan imidlertid ikke anvendes, nar der skal bestem-
mes cellulere bestanddele eller store molekyler, f.eks. enzy-
mer. Sé&danne stoffer tranger ikke eller 1ikke tilstrazkkeligt
ind i filmen til at bevirke en mdlelig reaktion. Af denne
grund kan der med dette filmprincip f.eks. ikke fremstilles
brugbare prover til pavisning af hamoglobin, cholesterol i Ti-

poproteiner eller enzymer.

Det har nu fuldstendigt overraskende vist sig, at der fas "&b-
ne" film, hvis der til den vandige dispersion eller organiske
oplesning af filmdannende stoffer, hvoraf den vanduopleselige
film dannes, sattes faste stoffer i form af fine, uoplgselige
organiske eller uorganiske partikler 1 bestemte mangder.
Midlet ifolge opfindelsen er saregent ved, at med henblik pa
abning af filmen for 1indholdsstoffer med en molekylvagt pa
over 50.000 og for indholdsstoffer i form af korpuskulazre be-
standdele ligger vegtforholdet mellem fyldstofmengde og plast-
mangde i omradet fra 2:1 til 20:1. Da det faste stof selv ikke
"reagerer", er Hets sammensatning ikke af afgegrende betydning,
og der kan f.eks. anvendes cellulose, kiselgur, kiselgel, fal-
det gips, calciumcarbonat, kaoling, polyamid og g1as} Forhol-
det mellem disse stoffer, i det fglgende kaldet "filimabnere",
og filmdanner skal vere 20:1 - 2:1. Det afhanger af den an-
vendte filmabner og filmdanner og af det tilstrabte anvendel-
sesformdl. Med stigende mangder filmébner og stigende specifik
overflade af det anvendtre materiale bliver filmen mere suge-
dygtig.

Hvis andelen af film&bner overskridder en bestemt granse, bli-

ver filmen mekanisk ustabil. Hvis der sattes for 1idt filmab-
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ner til filmen, bliver den uigennemtrazngelig for hegjmolekylare
eller cellulare bestanddele. F.eks. skal forholdet mellem
filmabner og filimdanner fortrinsvis vare 5:1 - 2:1, hvis der
anvendes polyamid eller faldet gips som filmabner og en vandig

dispersion af polyvinylpropionat som filmdanner.

Hvis der derimod anvendes kiselgur, skal forholdet fortrinsvis

vere 2:1.

Egnede filmdannere er fortrinsvis organisk plast sésom polyvi-
nylestere, polyvinylacetaler, polyacrylestere, polymethacryl-
syre, polyacrylamider, polyamider, polystyren, blandingspoly-
merisater, f.eks. af butadien og styren eller af maleinsyrees-
tere og vinylacetat, men der kan dog ogsa anvendes andre film-
dannende naturlige og syntetiske organiske polymere samt blan-
dinger af disse, fortrinsvis i form af vandige dispersioner.
Filmdanneren kan ogsa vare oplest i organiske oplesningsmid-

ler, f.eks. et copolymerisat af vinylchlorid og vinylpropionat

i eddikeester.

Dispersionerne eller oplssningerne kan udstryges pa et under-

lag til et ensartet lag, som efter torring giver en vandfast

film.

opfindelsen angar desuden en fremgangsmade til fremstilling af
det omhandlede diagnostiske middel. Fremgangsmaden ifolge op-
findelsen er ejendommelig ved, at man blander” en oplegsning
eller dispersion af filmdanneren i en egnet veske med filmab-
neren samt eventuelt de ngdvendige reagenser og hjalpestoffer,
idet vagtforholdet mellem fyldstofmangde og plastmangde ligger
i omradet fra 2:1 til 20:1, udformer blandingen pa et underlag
til en tynd film og afdamper vasken, hvorpad den opstaede film

eventuelt impragneres med reagenser.

En sarlig fordel sammenlignet med sugedygtigt papir bestar i,
at sadanne film kan fremstilles enklere, mere ensartet og mere

reproducerbart. Filmen kan anvendes sammen med underlaget som
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barer eller, med henblik p& pavisningsreaktionen, trazkkes af
denne og eventuelt anbringes pa& en anden barer. Barere til
fiimene er fortrinsvis plastfolier. Der kan dog ogsa anvendes
andre folier, papir, plastplader, glas, metal o.s.v., hvis

anvendelsesformalet kraver det.

De til pavisningsreaktionen ngdvendige reagenser sattes nor-
malt direkte til dispersionen. Hvis det er fordelagtigt, kan
den dannede film imidlertid ogsd impragneres med dem. 0gs& en
forimpragnering af film&bnerne med reagenserne er mulig. Frem-
gangsmaderne kan ogsa kombineres pa den made, at f.eks. be-
stemte bestanddele sattes til dispersionen og andre efterim-
pragneres pa filmen. Derved kan opnas en vis rumlig adskillel-
se af bestanddelene, hvilket kan fore til mere stabile eller
mere reaktionsdygtige preover. En anden mulighed for at skille
receptbestanddele fra hinanden bestar i at fordele dem pa for-
skellige overtrazksmasser og anbringe disse efter hinanden som
lag i optimal rakkefglge, sdledes at der opstar et system med

flere lag.

Hvis det er nedvendigt, kan der tilsattes fortykkelsesmidler,
emuigatorer, dispergeringsmidler, pigmenter som f.eks. titan-

dioxid, bledgsringsmidier og befugtningsmidier.

Dispergeringsmidler, emulgatorer og fortykkelsesmidler tjener
til fremstilling og stabilisering af dispersionerne. Pigmenter
sdsom titandioxid, der kan vare identiske med filmabneren,
forbedrer remissionsegenskaberne af filmene, idet de sorger
for mindst mulig transparens og forhsjet remission af filmene.
Dette er isar forde]agtigt,'hvis de derved fremstillede diag-
nostiske provemidler skal benyttes remissionsfotometrisk. Ved
hjelp af bledgeringsmidler kan egenskaberne af filmovertraks-
masserne samt filmene optimeres. F.eks. kan deres tilstands-
styrke, deres viskositet og deres haftning til de underlag,
som skal overtrakkes, forbedres. Befugtningsmidler anvendes
for at opnd en bedre befugtning af filmen med prgvematerialet.

De kan samtidig ogsa katalysere reaktioner eller stabilisere
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recepter eller gere reaktionsfarven klarere og mere kontrast-

rig.

Selv om de i det foregdende beskrevne film fortrinsvis blev
udviklet til pavisning af hgjmolekylare og korpuskulare be-
standdele, er de naturligvis ogsa egnede til pavisning og til
bestemmelse af lavmolekylare forbindeliser. Sammenlignet med
filmene ifslge DBP 1.598.153 har de den fordel hurtigere og
sterkere at opsuge oplesningen, der skal undersgges, og derved
at vise mere intensive reaktioner. De her beskrevne film an-
vendes fortrinsvis til pavisning af indholdsstofferne af le-
gemsvasker sasom urin, blod, serum og spyt, men kan dog ogsa i
egnet modificering anvendes i andre vandige vasker sasom drik-
kevand, spildevand o.s.v. og eventuelt ogsa i organiske oplgs-

ningsmidler, hvori de er uopligselige.

De store fordele bestar i, at filmen, som optager de nedvendi-
ge reagenser, kan indstilles til det tilstrabte anvendelses-
formal, idet man valger de bedst egende filmdannere, filmabne-
re 0.s.v. En videre stor fordel ligger i, at der kan gives
afkald pa pracise prevedoseringer, fordi filmen selv doserer

provematerialet. Overskuddet bliver simpelthen bortterret ef-

ter en vis indvirkningstid.

I det folgende gives nogle eksempler pa midlet ifolge opfin-

delsen.

Eksempel 1

Til fremstilling af en reagensfilm til pavisning af choleste-

rol i serum fremstilles en dispersion af fglgende sammensat-

ning:
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Cellulose 5 g
Polyvinylpropionat-dispersion
(50% i vand) 3 g
Methylhydroxypropylcellulose 0,042 g
Titandioxid-pulver 2 g
Cholesterolesterase 1,200 U
Cholesteroloxidase 800 U
Peroxidase 26,000 U
Gullussyre 0,032 g
En oplgsning af 0,2 g 3,3',5,5'~
tetramethylbenzidin og 0,17 g
dioctyinatriumsulfosuccinat i
0,74 ml1 acetone 1 ml
Kaliumdihydrogenphosphat 0,049 g¢g
Dinatariumhydrogenphosphatdihydrat 0,167 g
Destilleret vand 19,5 ml

Blandingen péafgres pad en polycarbonatfolie i et 300 um tykt
lag og teorres derpa med varm Juft. Det derved fremkomne rea-
genslag gav med cholesterolholdige sera godt nuancerede b1li

farvninger i afhangighed af CH-koncentrationen.

Efter justering af det med en linear skala forsynede remissi-
onsfotometer (ReflomatR) med den ubenyttede provestrimmel til
O-skalainddelinger og med en sort folie til 100-skalaindde-
linger far man feglgende malevardier for de til blafarvningerne

svarende cholesterolkoncentrationer:

0 mg 0 skala-inddelinger
100 mg 6 b
200 mg 44 "
300 mg 66 "
400 mg 76 "
500 mg 83 "
600 mg 88 "

Sort kontrolfolie 100 "
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Eksempel 2

Til en prove til pavisning af erythrocyter i urin blev der

forst fremstillet en film af felgende blanding:

Polyvinylpropionatdispersion

(50% i vand) 50 ¢
Kaotlin 60 g
Dioctylnatriumsulfosuccinat 2 g
Destilleret vand 140 m1

Blandingen blev i et 400 um tykt lag pafert pa en polycarbo-
natfolie og derefter terret med varm luft. Den derved fremkomne
£i1m impragneres med de nedenfor anferte oplesninger I og II

og bliver efter hver impragnering terret med varm Tuft.

Opligsning I

EDTA * Nas lg
Trinatriumcitrat + 2H20 15,7 g
Citronsyre - Hs0 3,48 g
Phosphorsyretrimorpholid 30,5 g
Benzo-1lysegul 0,048 g
Destilleret vand 190 ml

Dertil sattes 3,2 g 2,5-dimethy1-2,5-dihydroxyperoxyhexan i 60

ml methanol.
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Oplgsning I1I

3,3',5,5"-tetramethylbenzidin 0,56 g
Dioctylnatriumsulfosuccinat 1,0 ¢
Phenanthridin _ 1,4 g
Phenylsemicarbazid 0,06 g
Toluen ’ 100 m1
Methoxyethanol 10 ml
Petroleumsether 90 ml

Den derved fremkomne film giver grenne farvninger med ery-

throcytholdig urin.

Eksempel 3

En film til1 pavisning af nitrit i urin blev -fremstillet som

folger:

I den nedenfor anfgrte oplesning a) blev indrort 10 g celliu-

lose, og der blev frafiltreret og terret i varm luft.

Oplgsning a)

3-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydrobenzo-

[h]l-quinolin 0,392 g
Sulfanilamid 0,344 ¢
L-vinsyre 5,00 g
Methanol p.A. 200 ml

Med den s&ledes impragnerede cellulose blev fremstillet fgl-

gende overtraksmasse:
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Impragneret cellulose 10,00 ¢
Methylhydroxypropylcellulose 0,09 ¢
Polyvinylipropionat-dispersion

(50% i vand) 5 g
10%-1ig dp]zsning af dioctylnatrium=
sulfosuccinat i acetone 3 ml
Destilleret vand 35 ml

Der blev pafert et 400 pm tykt lag af massen pad en polyester-
folie og terret med varm luft. Den vanduoplegselige film gav
rgde farvereaktioner med nitritholdige vasker, f.eks. urin

eller spiidevand fra industrien.

Eksempel 4

Til pavisning af hamoglobin i blodet blev fremstillet en rea-

gensfilm af fglgende blanding:

Cellulose 20 g
Polyvinylpropionat-dispersion

(50% i vand) 15 g
Dioctylnatriumsulfosuccinat 0,3 g
0,5 mol POg-stoedpude, pH = 1T 75 m1

Blandingen blev i et 200 um tykt lag pafert pad en polyester-

folie og terret med varm Tuft.

Hvis man af en fortyndingsrakke af blod med forskelligt hamo-
globinindhold lader i hvert enkelt tilfalde en drabe indvirke
et minut p& proven, far man efter afterring af draben med vat

nuancerede farvninger.

Hvis man m&ler den opstdede farvning péd prevestrimmelen pad re-
missionsfotometer (PMQ3 fra Zeiss) ved 540 nm, fé&r man i af-

hengighed af hamoglobinkoncentrationen felgende malevardier:
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g HB/1 % R
53 46,1
100 38,8
150 ) 31,17
201 25,5
Eksempel 5

For at konstatere granserne for fremgangsméden blev filmébner
og filmdanner varieret i en blanding analog med eksempel 4, og

der fremkom film med folgende egenskaber:
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Filmabner/filmdanner

Kiselgur -: Polyvinylpropionat

Egenskaber ved reaktion
med erythrocyterne i
blod

0,5 : 1 sSammenlig-
ningseksem-
pel

Stabil film.
Erythrocyterne tranger
kun ind nogle steder.

1 : 1 Sammenlig-
ningseksem-
pel

Stabil film.
Ensartet reaktion af
hele filmen.

Ensartet reaktion af
hele filmen.
Filmmaterialet bliver
delvis. 1gsnet allerede
ved aftgrringen.

Gips : Polyvinylpropionat

Stabil film.
Ringe farvning.

4 til 10 : 1

Stabil film.
Ensartet dyb farvning.

—

20

Film der-kan aftgrres
med ringe tryk.
Ensartet farvning.
Drdber "kromatografe-
rer" pad kanten.
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Patentkrayv.

1. Diagnostisk middel til pavisning af indholdsstoffer af vas-
ker omfattende en vaskefast film, som er fremstillet af en
vandig dispersion af filmdannende organisk plast, og hvori der
er blandet de til pavisningen nodvendige reagenser samt fyld-
stoffer i form af uopleselige uorganiske eller organiske par-
tikler, Kk ende tegnet ved, at med henblik pa &bning
af filmen for 4dindholdsstoffer med en molekylvagt pa& over
50.000 og for dindholdsstoffer i form af korpuskulzre bestand-
dele ligger vagtforholdet mellem fyldstofmangde og plastmzngde
i omradet fra 2:1 til 20:1.

2. Diagnostisk middel ifelge krav 1, kendetegnet

ved, at den veskefaste film er fastgjort pa& en.barer.

3. Fremgangsmade til fremstilling af diagnostiske midler ifol-
ge krav 1-2, kende tegnet ved, at man blander en op-
1gsning eller dispersion af filmdanneren i en egnet vaske med
filmdbneren samt eventuelt de nedvendige reagenser og hjalpe-
stoffer, idet vagtforholdet mellem fyldstofmzngde og plast-
mangde ligger i omradet fra 2:1 til 20:1, udformer blandingen
p& et underlag til en tynd film og afdamper vasken, hvorpa den

opstaede film eventuelt impragneres med reagenser.

4. Fremgangsmade ifolge krav 3, ke nde t egnet ved, at
filmen loses fra underlaget og fastggres pa en barer.
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