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oppfinnelsen vedrerer en immunoanalysemetode for & pavise
eller kvantitativt & male en komponent i en preve ved en
immunreaksjon.

Konvensjonellé immunanalyseteknikker anvender antigener som
er merket med radioaktiv substans, enzym, fluorogene substanser
eller lignende, eller antistoffer merket med radioaktive substan~
ser, enzym, fluorogene substanser eller lignende. De merkede
substanser ble da utsatt for immunreaksjoner med antistoffer el-
ler antigener i en prgve. De immunreagerte merkede substanser
ble sd pdvist eller kvantifisert ved p&visning eller kvantifise-
ring av sine merkinger, dvs. radioisotoper, enzymer, fluoresce-
rende substanser eller lignende.

Det er ngdvendig ved disse konvensjonelle immunanalysetek-
nikker & skille de reagerte merkede eller umerkede substanser og
deres tilsvarende ureagerte merkede eller umerkede substanser
fra hverandre, i den hensikt & definere kvalitet eller kvanti-
tet av det sgkte antigen eller antistoff. Sdledes var disse
konvensjonelle teknikker ledsaget av slike ulemper at de krever
brysomme operasjoner, erfaren arbeidskraft og tidkrevende trinn
for den ovennevnte separasjon.

Vi har derfor utfe¢rt et uttgmmende forskningsarbeid med hen-
blikk pa & l¢gse slike problemer ved de konvensjonelle teknikker.
Som resultat er det funnet at en komponent som er til stede i en

prove lett kan pavises eller til og med mdles kvantitativt

i et kort tidsrom ved at den markgrmerkede substans med eller
uten immunreaksjon med komponenten i en prg¢gve bringes til & be-
vege seg fra én sone og deretter 3 ta den opp og immobilisere
dem selektivt i forskjellige soner i kapillarrgret mens man gje¢r
bruk av kapillariteten eller lignende, sdvel som & anvende en

T e gt e

i
!
i

immobiliserende og absorberende substans for den merkede substans.f

Felgelig tilveiebringer oppfinnelsen en immunoanalysemetode
for pdvisning eller kvantitativ mdling av en komponent i en pf@ve
ved en immunreaksjon, som bestdr av: i) & pakke i ett kapillarrer
minst to faste matrikser, nemlig a) en immobilisert barer med en
merket immunreaktiv reagens festet til seg, og (b) en immo-
bilisert bzrer med en merkeﬁ; for ikke-omsatt reagens opptagende
substans, festet til seg. Denne immunoanalysemetode er karak-
terisert ved felgende 3 punkter:



164320

2

ii) en 1e¢sning av preven trekkes inn i kapillarreret for
utferelse av immunreaksjonen, og reaksjonsblandingen far
vandre automatisk ved kapillarvirkning,

iii) det folgende produkt eller reagens immobiliseres: (c) et
immunreaksjonsprodukt mellom det merkede immunreaktive
reagens og komponenten i prgven, og eventuelt (d) det ikke-
omsatte, merkede immﬁnreaktive reagens med den immo-
biliserte, merkede, opptagende substans, -og

iv) mengden av den sdledes immobiliserte merkede substans miles.
Ved det at immunoanalysen i henhold til oppfinnelsen

utferes i ett kapillarrer, tilveiebringes de felgende fordeler:

(1) siden alle reagensene fylles i ett kapillarrer, er det
ikke brysomt at reagensene md fremstilles og/eller ekstra
reagenser md forkastes etter at malingen er utfert, slik det
forekommer i konvensjonelle teknikker.

(2) Det er mulig a pavise eller kvantitativt male
milkomponenten i pr¢ven bare ved & dyppe den nedre ende av kapil-
larrgret i en lgsning av prgven. Denne prosess er overordentlig
enkel, og enhver kan sdledes utfgre madlingen av malkomponenten
uten behov for ﬁrenet personell. Videre krever denne mdling ikke
noen ytterligere innretninger eller hjelpemidler og kan utfgres
i et svart kort tidsrom..

(3) Derfor kan malingen utfgres ved sengen i et hospital.

(4) En ekstremt liten mengde av hver prg¢ve kan vare til-
strekkelig til mdlingen. For midling av blodkomponenter for ek-
sempel er det bare ngdvendig & gjennomhulle en greflipp, bringe
den nedre ende av et kapillarrgr i kontakt med den stukne del og
deretter suge blodet inn i kapillarrgret.

(5) Etter mAlingen kan kapillarrgret lagres slik det er el-
ler kan lett kastes.

Oppfinnelsens gjenstand, karakteristiske trekk og fordeler
vil fremgd tydelig av den felgende beskrivelse og patentkravet,
sett i forbindelse med de ledsagende tegninger, hvor:

Figur 1 til figur 16 illustrerer kapillarr¢r som er anven-
delige ved mdling i forbingelse med oppfinnelsen

Eksempelvis er antigene komponenter som er til stede i
pre¢ver, dvs. de komponenter som skal males i overensstemmelse med
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oppfinnelsen, slike som inneholdes i organismebestanddeler, for
eksempelhimmunoglobulin, Bence-Jones-protein, dl-antichymo—
trypsin, cl-antltrypSLn, cl-mlkroglobulln, ez-mlkrOglobulln,A
B,-mikroglobulin, haptoglobin, ferritin, transferrin, cerulo-
plasmin, antitrombin III, myoglobin, myosin-lett-kjede, cryoglo-
bulin, calmodulin, prealbumin, albumin, transcortin, tyroksin-
bindende proteiner, retinol-bindende proteiner, hemopexin, fibro-
nectin, spesifikt‘pregnént-glykoprotein (SPI), og s& videre;
enzymer inklusive GOT, GPT, ALP, ACP, LDH, y-GTP, kreatin-kina-
se, LAP, amylase; makroamylase, cholin-esterase, aldolase, MAO,
5'-nukleotidase, syre-fosfatase, OCT, pankreas-lipase, plasmino-
gen-aktivator, katalase, L-CAT, lipoprotein-lipase, fosfolipase
a, DNése, RNase, terminal transferase, pepsin, trypsinogen,
chymotrypsin, enterokinase, aminopeptidase, peroksidase, enolase,
tyrosin-hydroksylase, dopa-dekarboksylase, dopamin-B-hydroksy-
lase etc.; karbohydrater inklusive sure mukopolysakkarider, inu-
lin, gangliosid, mukopolysakkarider og sa videre; lipider, for
eksempel cholesterol, lipoproteiner, apolipoproteiner, trigly-
cerid, fri fettsyrer, fosfolipider, gallesyre, peroksydlipider
osv.; vitaminer inklusive vitamin A, D, E og K, ubikinon, tiamin,
riboflavin, vitamin BG' nikotinsyre, folinsyre, vitamin 312’
askorbinsyre, inositol osv.; koagulerlngsfaktorer inklusive
fibrinogen, FDP, plasminogen, Faktor VIII, Faktor IX, Faktor XI,
Faktor XII, protromboplastin-faktor, Faktor III, Faktor V,
Faktor VII, Faktor X, protrombin, B-tromboglobulin, l-inhibitor,
Bz-makroglobulln, z—plasmxn-xnhlbitor, blodplate-faktor 4,
blodplate-membran-protein, protein C osv.; pituitare sekresjons-
substanser, f.eks. veksthormon (somatotropin), somatomedin,
luteiniserende hormon, follikel-stimulerende hormon, adreno-
cortlcotroplsk hormon (ASTH) , LPH, MSH, B-endorfin, enkefalin,
tyrotroplsk hormon, prolaktln, vasopressin, neurofysin, oksy- '
tocin og llgnende, tyr01dkJertelsekreSJonssubstanser, for ek-
sempel Tyr total-tyrok51n, fri tyrokSLn—Lndeks, fritt tyroksin,
trxjodotyronln, revers—T3, langvarig tytoid-stlmulerende hormon,
calcxtonln, yroglobulln og lignende: adrenal-medulla og sympa-
tetlske sekresgonssubstanser inklusive katekol—amin, metanefrin,
normetanefrln,,vanlllylmandelsyre, homovanlllinsyre, 3,4-di-
hydroksyfenylalanln, 3 4-d1hydroksyfenyleddiksyre, 3-metcksy-4-
hydroksyfenyletylenglykol dopamin-B-hydroksylase dsv., adrenal-
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cortex-sekresjonssubstanser, f.eks. aldosteron, ll-deoksycorti-
costeron, corticosteron, 18-hydroksycorticosteron, cortisol,
ll-deoksycortisol, l14hydroksycorticosteroid,‘17-hydroksy-C21-
steroid, dehydroepiandrosteron, dehydroepiandrosteron-sulfat,
androstendion, l7-ketosteroid, osv.; germinal-kjertel og
placenta—ekskresjonssubsténser, for eksempel testosteron, 5a-
dihYdrotestosteron, androstendion, estron, estradiol, estrioi,
estetrol, katekol?estrbdien, progesteron, pregnandiol, l7a-
hydroksyprogesteron, pregnantriol, chorionisk gonadotropin,
placental-laktogen og lignende; pankreas- og fordgyelsessekre-
sjonssubstanser, inklusive insulin, proiﬁsulin, C-peptid,
pankreatisk glukagon, gastrin, sekretin, CCK-PZ, Motilyn, entero-
glykagon, pankreatiske pblypeptider, somatostatin, substans P,
neurotensin etc.; antigener anvendt i syphitis-tester og immuno-
serologiske tester av patogene mikroorganismer; virus, f.eks.
anti-mykoplasma-antistoff, rickettsia, anti-streptolysin O,
anti-streptokinase, anti-deoksy-ribonukleokinase B, hypes

simplex virus, varicella og herpes zostér virué, cytomegalovirus,
EB-virus-antistoff, adenovirus, influensavirus A og B, influensa-
virus C, parainfluensa-virus, RS-virus,kusmavirus, meslingvirus,
rubella-virus, japansk encefalittisk virus, polio-virus, hepa-
titis-virus 3, hepatitis;virus B, hepatitis~virus S, E; C, non-
A og non-B, rhinovirus, coronavirus, utvortes infektgse sykdom-
mer, rabies, kusma, coxsacke-virus, chlamydia, Rota-virus etc.;
auto-antistoffer, for ekseﬁpel antinukle®rt antistoff, anti-DNA-
antistoff, anti-ENA-antistoff, reumatoid-faktor, antiglobulin,
LE-celler, anti-mitochondria, anti4glattmuske1-antistoff, anti-
magevegg-antistoff, anti-innvortes faktor-antistoff, anti-kryss-
stripet-muskel-antistoff, anti-hjertemuskel-antistoff, anti-
adrenal cortex-antistoff, anti-tyroglobulin-antistoff, anti-
tyroid-mikrosom-antistoff, antiinsulin-antistoff} antiinsulin- -
receptor-antistoff, antiacetylcholin-reseptor-antistoff etc.;
cellesubstanser inklusive BIE-globulin, komplementér som for
eksempel Clq' Clr’_cls' C2, C3, C4, CS' C6, C7. Ca, C9 og lig-
nende, T-celler, B-celler, makrofag og s3 videre; tumor-markgrer,
for eksempel carcinoembryoniske antigener, a-fetoprotein, basis-
fetoprotein, ferritin, isoferritin, polyaminer, CRP, immuno-
eddiksyre-protein (IAP), pankrecembroniske antigener (POA),
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dgdsfaktor, osv.; droger inklusive fenobarbital, primidon, feny-
toin, karbamazepin, valproinsyre, lidokain-hydroklorid, digoxin,
digitoxin, teofillin, deisopyramid, mexiretin, propranolol-
hydroklorid, diuretika, syntetisk-steroid-midler, kloramfeni-
kol-droger, aminoglykosid~droger, antituberkulose-droger,
metotrexat, opiat, metadon, barbital, amfetamin, kokain-meta-
bolitter, benzodiaszin—metabolitter, protokszen, fencyklidin,
cannabinoid osv.: renin/angiotenis-HCAs inklusive renin, angio-
tensinogeh, aﬁgiotensin I, IT og III, angiotensin-konverterende
enzymer, kinin, kininogen, plasma-kallikrein, glandular-kallikre=
in og lignende; antigener for blodgruppetester oqg blodforlikelig-
hetstester: osv.; og antistoffer for de ovennevnte antigener.

Som antigentyper er det, ved siden av immunoglobulin, og
dets modifiserte F(ab')z, Fab', Fab, osv. De kan fremstilles
ved metoder som er kjent i og for seg pd fagomrddet [se "Immuno-
logy-1", The Nakayama Publishing Co., Ltd. (1981)]. Dette gjel-
der ogsad monoklonale antistoffer.

Illustrerende for den faste amorfe, sfariske, polygonale
eller fibrgse matrise inkluderer makromolekulzre proteiner;
uorganiske materialer, f.eks. glass, asbest, sten, slam,:., gqull,
sglv og legeringer; syntetiske harpikser s& som polystyren,
polyetylen, silisiumdioksyd, fenolharpiks, akrylharpiks, cellu-
lose, uretanharpiks, polyvinylalkohol, vinylkloridharpiks, poly-
vinylidenklorid, polypropylen, polytereftalat, polykarbonat,
nylon, fluorkarbonharpiks og polyesterperler; og fibermatrise
sd som cellulose, bomull, hamp, halm, ull, silke, glassfibeke,
nylonfibere,Vinylon®-fibere,akrylfibere,polyetylenﬁﬁxme og poly-
esterfibere. Diameterne pd de sfariske kuler kan fortrinnsvis va- '
riere fra 0,05 til 0,3 mm eller spesielt fra 0,1 til 0,17 mm.

PA den annen side er de polygonale perler fortrinnsvis 40-100
mesh eller typisk 80-150 mesh. For fibrenes vedkommende kan de-
res diamétere fortrinnsvis variere fra 1 mikrometer til 0,3 mm
eller spesielt fra‘o,ol til 0,08 mm. A

Immunreaktive reagenser som skal merkes med markgrer inklu-
derer antigener’som reagerer med antistoffer i prgver eller anti-
stoffer mot antigener i prgver, eller antigener eller. antistof-
fer som er nyttige'i konkurrerende reaksjoner med antigen eller
antistoffer som éf til stede i prgver. 'Eksefmpler pd markings-
midler kan_ohfétée radioisptoper,'f.eks. jod~isotoper (for

¢ -
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eksempel I, I), 14

C, tritium og lignende; enzymer som

for eksempel peroksidase, alkali-fosfatase, diaforase, B-D-
galaktosidase, glukose-oksidase, penicillinase og sd videre;
eller fluorescerende substanser, for eksempel fluorescerende
isocyanat, fluorescerende isotiocyanat, Rhodaminer osv. Meto-
der som er kjent i og for seg p4& omrddet kan fglges for & merke
de ovenfor beskrevne antigener eller antistoffer med disse merk-
ingsmidler ["RADIOIMMUNOASSAY, Second Series"™, The Kodansha
Scientific Publishing Co., Ltd. (1979); J. Histo. Chem. Cyto-
chem. 22, 1084 (1974): Immunochemistry, 6, 43 (1969); ibid.,

8, 871 (1971); J. Biochem. 78, 235 (1975); "FLUORESCENT ANTI-
BODY METHODS", Academic Press].

Enhver substans kan anvendes som opptakssubstans ndr bare
substansen vil kombinere seg eller fange opp nedenfor beskrevne
immunreagerte merkede substanser eller ikke-immunreagerte merke-
de substanser. Eksempler pd slike substanser er: hvis midlsub-
stansen er antigen, sa er antistoff mot antigenet, hvis mélsub-
stansen er antistoff, s4 er antigen som reagerer med antistof-
fet, og substanser som har affinitet overfor merkingen. For &
immobilisere innfangningssubstansen pa fast matriks vil enten i-
boende adsorpsjonsevne hos opptakssubstansen overfor den faste
matriks eller en eller annen veletablert metode for et slikt for-
m&1 bli anvendt. Eksempler p& slike opptakssubstanser er:
glassperler som er behandlet for & absorbere basiske aminosyrer
eller lignende, eller glassperler pa& hvilke tverrbindingsmiddel
er koblet. Glutaraldehyd, maleimid eller lignende kan anvendes
som tverrbindingsmiddel. SAledes behandlede perler kompleksdan-
nes deretter med opptakssubstansen for de merkede substanser.
Hvis cellulose eller lignende anvendes som matriks, behandles
cellulosen eller lignende med et oksydasjonsmiddel, for eksempel
ferroperkromat, kaliumperjodat eller natriumperjodat som forlr-
saker at overflaten av cellulose danner aldehyd-derivater som
s3 vil danne Schiff-basen med aminogrupper i opptakssubstansen,
hvilket resulterer i immobiliéering av opptakssubstansen til-
matrisen. L s : ’

Som &n utfgrelsesform av oppfinnelsen kan dd nevnes at et
kapillarrgr pakkes med merket substans og ulgselig matriks som
kobles med opptakssubstansen som vil immobilisere den merkede
substans. Spissen av sdledes fremstilt kapillarrgr bringes
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deretter i kontakt med en prgvevaske som inneholder milsubstans,
hvorved vasken bringes til & migrere oppad gjennom innsiden av
kapillarrgret ved kapillarvirkning.. Etter hvert som vasken
migrerer oppad i kapillarrgret, ndr mdlsubstansen er, lik den
merkede substans, vil mdlsubstansen og den merkede substans sam-
men fortsette & migrere oppad inne i kapillarrgret inntil vas-
ken mgter opptakssubstansen som immobiliseres p& den faste mat-
riks. Ved det tidspunkt da de mgtes vil mdlsubstansen og den
merkede substans bli oppfanget av opptakssubstansen pd den fas-
te matriks i en mengde som er proporsjonal med konsentrasjonene
av malsubstansen og den merkede substans. Mengden av den mer-
kede substans som er oppfanget av opptakssubstansen vil reflek=~
tere konsentrasjonen av mdlsubstansen i prgvevesken. Som en
annen utfgrelsesform av foreliggende oppfinnelse kan det ogséd
nevnes at et kapillarr¢r pakkes med merket substans som reagerer
med mdlsubstansen og med den ulgselige matriks pd hvilken opp-
takssubstansen som vil immobilisere mdlsubstansen er kompleks-
dannet. Spissen av siledes fremstilt kapillarrgr bringes deret-
ter i kontakt med en prgvevaske som inneholder mdlsubstans,
hvorved vasken bringes til 4 migrere oppad gjennom det innvendi-
ge av kapillarrgret ved kapillarvirkning. Etter hvert som vas-
ken migrerer oppad i kapillarrgret, ndr mdlsubstansen er reak-
tiv med den merkede substans, vil mdlsubstansen danne kompleks
og komplekset sdvel som ureagert mdlsubstans, ureagert merket
substans og andre ureaktive substanser som inneholdes i prgve-
vasken fortsette & migrere oppad sammen pa innsiden av kapil-
larrgret inntil vaesken treffer pd opptakssubstansen for malsub-
stansen som var immobilisert pd den faste matriks. PA tids-
punktet for mgtet vil den ureagerte malsubstans og den merkede
substans som er i komplekset med malsubstansen bli oppfanget av
oppfangningsmidlet pa den faste matriks i en mengde som er pro-
porsjonal med konsentrasjonene av den ureagerte mdlsubstans og
den merkede substans som er i kompleks med milsubstansen i
vasken ved punktet for mgtet med oppfangningsmidlet. Mengden
av den merkede substans som er oppfanget av opptakssubstansen
v11 reflektere konsentrasjonen av milsubstansen i prgvevasken.

~ For ovennevnte ‘metode er det n¢gdvendiqg, etter behov, a
 t1lve1ebr1nge annet ‘enn hva som er nevnt ovenfor, fast partikkel-
'formlg matriks for & fylle tomrom, substrat, kromogent middel,
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inhibitor og lignende. Som substrat og kromogent middel kan
folgende kombinasjoner (substrat:kromogent middel) anvendes
for sine respektive enzymer som merking: peroksidase
[hydrogenperoksyd : o-dianisidin, o-tolidin, 4-klor-l-naftol,
2,2'-azino-e-etylbenzotiazolin-sulfonat (ABTS), 3-amino-9-
etylkarbazol, 2,7-fluorendiamin, 3-metyl-2-benzotiazolinon-
hydrozon (MBTH) eller tyramin]; og alkalifosfatase [p-nitro-
fenolfosforsyre eller 4-metylunbelliferylfosforsyre : 4-amino-
antipyrinl; B-D-galaktosidase [o-nitrofenol : B~D-galaktosid
eller 4-metylumbelliferyl : B-D-galaktosid]. I den hensikt &
utfgre ovennevnte metode er det ngdvendig at en fast matriks
anbringes sammen med.det merkede immunreaktive reagens, sub-
strat, kromogent middel, inhibitor og lignende p& den. Det er
ngdvendig da & blande: den faste matriks med en vandig eller al-
koholisk lgsning av det merkede immunreaktive reagens osv., og
deretter & tgrke den resulterende blanding slik at reagenset
osv. vil feste seg pd overflaten av den faste matriks.

Ved den her beskrevne fremgangsmate pakkes det i et kapil-
larrgr en fast matriks med‘en opptakssubstans som er immobili-
sert pd denne for sin tilsvarende merkede substans og en fast
matriks som holder et merket immunreaktivt reagens pd seg, og
om ngdvendig en fast matriks som barer et substrat, kromogent
middel, inhibitor og lignende, som alle er blitt fremstilt ved
den ovenfor beskrevne mate. .

Kapillarrgret kan vare laget av glass, eller enten transpa-
rent eller gjennomskinnelig syntetisk harpiks, for eksempel
polyetylen, polykarbonat, polypropylen, polystyren, akrylftalat-
harpiks eller lignende. Diameteren pd hvert kapillarrgr kan
fortrinnsvis vare 0,5~2 mm eller sarlig 1,0-1,1 mm, mens dets
lengde fortrinnsvis kan vere 3-20 cm eller spesielt 5-15 cm.
Det er viktig at innerveggen av kapillarrgret adsorberer
noe protein p& seg. Det foretrekkes sidledes & behandle pd for-
hdnd innerveggen til kapillarrgret, for eksempel med en ngytral
pufferlgsning av et protein (for eksempel albumin eller
lignende).

I den hensikt & pakke kapillarrgret med den faste matriks
som barer opptakssubstansen som er immobilisert p3 den for den
merkede substans sivel som med den reagensholdige faste matriks,
er det ngdvendig & lukke den nedre ende av kapillarrgret med en
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plugg av bomull, polyester eller lignende, og deretter & etab-
lere et negativt trykk inne i kapillarrgret ved hjelp av en
sugeinnretning, for eksempel aspirator, hvorved suging og pakk-
ing av den faste matriks i kapillarrgret foregir. Det er ngd-
vendig & pakke kapillarrgret med minst den faste matriks som
barer opptakssubstansen som er immobilisert p3 den for den mer-
kede substans og den faste matriks som holder det merkede immun-
reaktive reagens pa seg. Om ngdvendig kan kapillarrgret i til-
legg vare pakket med den faste matriks som holder substratet,
det kromogene middel, inhibitoren og lignende som er festet pa
den. Det er ngdvendig & pakke den faste matriks med opptaks-
substansen immobilisert p& denne for den merkede substans pd en
slik midte at prgven ndr den faste matriks etter at prgven er
blitt utsatt for immunreaksjonen. Dette kan oppnds ved & pakke
kapillarrgret med matriks som barer en opptakssubstans som har
evne til 8 kombinere seg med enten immunreaksjonsproduktet med
det merkede reagens eller det ureagerte merkede reagens for &
immobilisere den merkede substans enten som reaksjonsproduktet
eller som det ureagerte immunreaktive reagens. Alternativt kan
man pakke et kapillarrgr med &n matriks som barer en opptaks-
substans som immobiliserer enten immunreaksjonsproduktet med
merket reagens eller det ureagerte merkede reagens 0g en annen
matriks som barer en opptakssubstans som immobiliserer bade
immunreaksjonsproduktet med merket reagens og det ureagerte
merkede reagens separat ved en annen lokalisering slik at prg-
ven ndr fgrstnevnte fgrst og sistnevnte senere og da vil sepa-
rere immunreaksjonsproduktet med merket reagens fra det samme
av det ureagerte merkede reagens. Det er ogsi av og til ned-
vendig & pakke den faste matriks som bazrer opptakssubstansen
som er immobilisert pd3 denne for den merkede substans og den
faste matriks som holder pad seg det merkede immunreaktive rea-
gens, substratet, det kromogene middel, inhibitoren og lignen-
de, pd en slik mite at de isoleres fra hverandre. For & sikre
denne isolasjon kan en fast matriks anvendes.

ved foreliggende oppfinnelse kan f¢lgende grunnleggende
pakkerekkefglger fglges for & pakke en inert matriks som barer
en opptakssubstahs som er immobilisert p& den for en merket
substans og en annen inert matriks som holder pd seg et merket
og. immunreaktivt reagens hvor madlkomponenten i en prgve er et
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antigen. '

(a) merket antistoff -~ immobilisert antigen;

(b) merket antigen - immobilisert antistoff;

(c) merket antistoff - immobilisert antistoff;

(d) merket antistoff - immobilisert antistoff

(fprste) - merket antigen - immobilisert antistoff
‘(annet) ;

(e) merket antistoff - immobilisert antistoff -

immobilisert antigen; '

(f) merket antistoff - immobilisert antistoff -

immobilisert anti-merking-antistoff;

(g) merket antistoff - (immobilisert antistoff +

merket hjelpesubstans) - (immobilisert anti-~merking-
antistoff + merket hjelpesubstans; og

(h) immobilisert antistoff. .

I tillegg kan disse kapillarrgr (a) - (h) bli kombinert p&
passende mite. '

I -den hensikt & pdvise eller kvantitativt & mdle en
mdlkomponent i en prgve ved 4 anvende det sdledes fremstilte
m&le-kapillarrgr er det ngdvendig & dyppe den nedre ende av
mdle-kapillarrgret i en lgsning av prgven for & bevirke at lgs-
ningen trekkes opp i kapillarrgret ved kapillarvirkning. Hvis
m&dlkomponenten i pr¢ven her er et'antigen, vil reaksjoner som
for eksempel slike som skal omtales i det fglgende, finne sted
for & immobilisere den merkede substans. '

Kapillarrgr (a)

Antigenet i pre¢ven reagerer fgrst med det merkede anti-

stoff slik at det antigen-merkede antistoff dannes. Dette an-

tigen-merkede antistoff og det gjenverende, ureagerte, merkede
antistoff bringes deretter til & bevege seg oppad kapillarrgret.
ved kontakt med det immobiliserte antigen reagerer det ureager-
te merkede antistoff med det immobiliserte antigen, hvilket re-
sulterer i dannelse av det merkede antistoff-immobiliserte an-
tigen slik at immcobilisering oppnéas.
Kapillarrgr (b) '

Antigenet i prg¢gven bringes, sammen med det merkede anti-
gen, i kontakt med det immobiliserte antistoff. Begée anti-
gener reagerer konkurrerende, hvilket resulterer i 1mmobilise-

ring av det merkede antigen som det merkede antigen-immobili-
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serte antistoff.
Kapillarrgr (c)

Antigenet i prg¢ven reagerer med det merkede antistoff slik
at det antigen-merkede antistoff dannes. Deretter bringes det
antigen-merkede antistoff og det gjenvarende, ureagerte merkede
antistoff til & bevege seg, hvorved de kommer i kontakt med det
immobiliserte antistoff. Sdledes reagerer det antigen-merkede
antistoff med det immobiliserte antistoff, hvilket resulterer i
dets immobilisering som det immobiliserte antistoff-antigen-
merkede antistoff.

Kapillarregr (d)

Antigenet i prgven bringes til 5 reagere med det merkede
antistoff og danne det antigen~merkede antistoff, som deretter
bringes i kontakt med det immobiliserte antistoff (fgrst) for a
immobilisere som det immobiliserte antistoff-antigen-merkede
antistoff. Ogsd@ hvis antigenet i prgven er til stede i stgrre
mengder enn det merkede antistoff, reagerer overskuddet av anti-
gen, i konkurranse med det merkede antigen, med det immobiliser-
te antistoff (annet) slik at det immobiliseres som det merkede
antigen-immobiliserte antistoff.

Kapillarrgr (e)
Antigenet i pre¢ven reagerer med det merkede antistoff for

dannelse av det antigen-merkede antistoff, som pa sin side re-
agerer med det immobiliserte antistoff slik at det antigen-mer-
kede antistoff immobiliseres som det immobiliserte antistoff-
antigen-merkede antistoff. PA den annen side bringes eventuell
ureagert del av det merkede antistoff til & bevege seg videre,
hvorved det reagerer med det immobiliserte antigen slik at den
ureagerte fraksjon av det merkede antistoff immobiliseres som
det immobiliserte antigen—-merkede antistoff.
Kapillarrgr (f)

Antigenet i prgven reagerer med det merkede antistoff for
dannelsé av det antigen-merkede antistoff, som deretter bringes

i kontakt med det immobiliserte antistoff og immobiliserer det
antigen-mefkedé antistoff som det immobiliserte antistoff-
antiéen-merkede antistoff. P& den annen.side bringes deretter
eventuell ureagert fraksjon av det merkede antistoff og det
anﬁiggn?ﬁerkede antistoff som ikke var immobilisert av det
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immoebiliserte antistoff, deretter til & bevege seg videre slik
at de reagerer med det immobiliserte anti-merking-antistoff
for & immobilisere som det immobiliserte anti-merking-anti-
stoff-mexrkede antistoff og det immobiliserte anti-merking-
antistoff-merkede antistoff-antigen.

Kapillarrgr (g)

Antigenet i pre¢ven reagerer med det merkede antistoff og
danner det antigen-merkede antistoff, som defetter bringes i
kontakt med "det immobiliserte antistoff + den merkede hjelpe-
substans”,derved immobilisert som "“det immébiliserte antistoff
+ den merkede hjelpesubstans“-antigen-merkede antistoff. vVide-
re bringes eventuell ureagert fraksjon av det merkede antistoff
til & bevege seg videre slik at det reagerer med "det immobili-
serte anti-merking-antistoff + den merkede hjelpesubstans",
og dette resulterer i dets immobilisering som "det immobiliser-
te anti-merking-antistoff + hjelpe-merking-substans”-merkede
antistoff. Denne metode kan pdvise merkingen bare n&r det mer-
kede antistoff ligger side om side med hjelpesubstansen. Be-
tegnelsen "merket hjelpesubstans” slik den her benyttes betyr
for eksempel glukose-oksidase, som produserer substratet for
peroksidase fra glukose ved en enzymatisk reaksjdn, ﬁADH som
ko-enzym for diaforase, '‘en substans som er ngdvendiqg for at lu-
minescerende substans skal bli stimulert eller lignende.
Kapillarrgr (h) -

Nar en prgve som bestdr av en blanding av den merkede sub-

stans (den merkede mdlsubstans) og pr¢ven suges inn, reagerer
m&lsubstansen og den merkede substans, pd konkurrerende mite,
med det immobiliserte antistoff for deres immobilisering.
Mengden av den merkede substans mdles deretter. Denne immobi-~
liserte mengde avtar etter hvert som konsentrasjonen av mdlsub-
stansen gker. En vaske, for eksempel en fosfatpufret fysiolo-
gisk saltle¢sning (i det fglgende forkortet "PBS") suges deret-
ter inn i kapillarrgret. Vasken tillates & bevege seg gjennon
kapillarrgret mens den ureagerte merkede substans og prgvevas-
ken blir vasket bort. Som resultat av dette tillates den immo-~
biliserte merkede substans og milsubstansen & forbli i kapillar-
rgret.

N&r en blanding av en merket substans (et antistoff som
har affinitet til en milsubstans, som er blitt merket) og en
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pregve suges inn i kapillarrgret (a), reagerer et kombinert pro-
dukt av malsubstansen og merket substans med det immobiliserte
antistoff slik at det kombinerte produkt immobiliseres. Meng-
den av den sdledes immobiliserte merkede substans gker etter
hvert som konsentrasjonen av mdlsubstansen gker. Deretter su-
ges ogsd en annen vaske inn i kapillarrgret. Denne annen vas-
ke passerer gjennom'kapillarr¢ret mens en eventuell ekstra por-
sjon av den merkede substans og vaskeprgven vaskes bort. Som
resultat av dette tillates siledes den immobiliserte mdlsubstans
4 forbli i kapillarrgret.

Ved denne oppfinnelse kan den saledes immobiliserte merke-
de substans bli malt. Hvis merkingen er en radioisotop, kan
mengden bestemmes ved hjelp év en gamma-teller mens den nedre
ende derav holdes ned. Alternativt kan den del av kapillarrgr-
et som inneholder den immobiliserte radiomerkede substans kuttes
av for mdling. I tilfelle av at strélihgen ikke kan males med
en slik gamma-teller, foretrekkes det & mdle den ved hjelp av
en scintillasjonsteller. Hvis merkingsmidlet er et enzym eller
en fluorescerende substans, bringes mérkingsmidlet til & produ-
sere en farve ved hjelp av et substrat eller et farveproduseren-
de middel er fylt i kapillarr¢ret1'elléi'ved‘hjelp av lys med en
stimulerende bglgelengde. . Sdledes kah‘mengden av den merkede -
substans mdles. Alternativt kan substratet og det farveproduse-
rende middel bli suget etter at'vaskepr¢ven er suget inn néar
merkingen er enzymer. '

Ved fremgangsmdten i henhold til oppfinnelsen kan kropps-
vesker som for eksenmpel blod, seium, plasma, lymfe, spytt og
urin sdvel som avlgp anvendes som vaskeprgver som skal analyse-
res. Selv hvis en vaskepr¢ve inneholder en eller flere komponen-
- ter som er inhibitive for den tilsiktede immunreaksjon, kan
maling av den fremdeles vare mulig forutsatt at slike komponen-
ter p& forhdnd enten blir inaktivert, fjernet eller fortynnet
til sa lav konsentrasjon at enhver skadelig effekt pa milingen
unngas.

oppfinnelsen skal i det f@glgende beskrives ved hjelp av
eksempler. ' - '
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Eksempel 1.
{1} Materialer:

(1) Albumin-belagte glasskapillarre¢r:

Gjennom glasskapillarrgr innvendig diameter, 1 mm;
lengde 100 mm) ble 0,01 M fosfatpufret saltlgsning (PBS), pH
7,2, inneholdende 20 mg/ml okse-serum—albumin (BSA) ledet.
Glasskapillarrgrene ble deretter aspirert for fjerning av even-
tuelt gjenvarende PBS med BSA og fulgt av lufttgrring.

(2) Glassperler (GB); (diameter 0,17 mm).

(3) Albuminbelagt GB  (GB.BSA).

GB ble neddyppet i PBS som inneholdt 20 mg/ml av BSA.
Etter vasking av det sdledes neddyppede GB to til tre ganger
med destillert vann ble GB tg¢rket under vakuum.

(4) Polyesterfiber:

Det ble anvendt kommersiell polyesterfiber.

(5) Dianisidin-mikset GB.BSA: .

’ 1 gram av GB.BSA ble blandet i 2 ml etanol som inne-
holdt 6,25 mg o-dianisidin-hydroklorid. Den resulterende bland-
ing ble deretter t¢rket under vakuum.

(6) Peroksidase-konjugert anti-kanin-IgG-antistoff
(aRb=-IgG~HRP) ¢

4 mg peroksidase ble opplgst i destillert vann. Etter
tilsetning av 0,2 ml av O,1 M natriumperjodat til lgsningen
ble innholdet omrgrt  -i 20 minutter ved romtemperatur. Reak-
sjonsblandingen ble dialysert natten over mot 1 mM acetatpuffer-
l¢sning (pH 4,0). Etter dialysen ble 0,2 M karbonatpufferlgs-
ning (pH 9,5) tilsatt for justering av dialysatet til pH 9,5.
Umiddelbart etter pH-justeringen ble 1 ml av dJdeite-anti-kanin-
IgG-antistoff (10 mg/ml) i 0,01 M karbonatpufferlgsning (pH
9,5) tilsatt. Innholdet ble omrgrt ved romtemperatur i 2 timer.
Etter fullfgrelse av reaksjonen ble reaksjonsblandingen blandet
med 0,1 ml natriumborhydrid (4 mg/ml), og den resulterende
blanding fikk henstd ved 4°C 1 2 timer. Etter at reaksjonen
var ferdig ble reaksjonsblandingen kromatografeft gjennom
Sephacryl S-200 i en kolonne med
diameter 2,5 cm og lengde 30 cm og ble eluert med 0,01 M PBS.
Hpymolekylzre fraksjoner som ble eluert fg¢rst ble oppsamlet og
deretter lyofilisert for lagring.
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(7) aRb-IgG-HRP-mikset GB.BSA:

8 gram av GB.BSA ble satt til en porsjon av lyofili-
satet fremstilt som angitt under (6) ovenfor, og denné porsjon
var ekvivalent med 1 ml av aRb-IgG~HRP. Den resulterende bland-
ing ble blandet jevnt i en morter.

(8) Kanin-IgG-fiksert GB (Rb-IgG-0):

5 ml konsentrert svovelsyre ble satt til 5 g av GB.
Den resulterende blanding fikk hensta ved romtemperatur i 5
minutter. Den ble s& vasket med destillert vann inntil vaske-
vannet ble ngytralt. Det sd&ledes vaskede GB ble dekket med
1 ml poly-L-lysin (30 mg/ml), fulgt av omrgring av den resulte-
rende blanding ved romtemperatur i 1 time og vasket med destil-
lert vann. Etter vaskingen ble det poly-L-lysin-dekkede GB
blandet med 2 ml av 2,5 % glutaraldehyd i PBS. Den resulteren-
de blanding ble omrgrt ved romtemperatur i 1 time. Etter vask-
ing av reaksjonsblandingen med destillert vann ble 2 ml av ka-
nin-I1gG (5 mg/ml)tilsatt. Den sdledes fremstilte blanding ble
omrgrt ved romtemperatur i 3,5 timer, fulgt av flere vaskinger
med PBS og ble tgrret under vakuum.

[2] Fremstilling av kapillarr¢r for malinger?

5 merker ble anbragt, fgrst ett ved et punkt5 mm fra nedre
ende av de albumindekkede glasskapillarrgr og deretter sukses-
sivt 4 merker oppover pd kapillarrgret med et mellomrom pa
3,5 mm. Polyesferfibre (a=1l) ble pakket over de fgrste 5 mm.
Den nedre ende ble deretter koblet til en vakuumpumpe for & pro-
dusere et negativt trykk i kapillarr¢ret slik at det dianisi-
din-blandete GB.BSA (a-2) ble suget inn for'& fylle opp de nes-
te 3,5 mm. PA samme mite ble GB.BSA (a-3), aRb-IgG-HRP-blan-
det GB.BSA (a-4), GB.BSA (a-5) og Rb-IgG-0 (a-6) pakket sukses-
sivt. Gb (a-7) ble deretter pakket gjennom det gjenvarende rom
i kapillarrgret til et punkt 5 mm nedover fra ¢vre ende. Til
slutt ble polyesterfibre pakket i de gjenvarende 5 mm. (Fig. 1)

[3-1) Distinksjon mellom human-serum og kaninserum:

To kapillarrgr ble tilveiebragt for pivisning. Den nedre
ende av kapilla£f¢rene ble dyppet i human-serum, mens den til-
svﬁrendé for det andre kapillarrgr ble dyppet i kanin-serum.
Hvert serum ble tillatt & trekke seg opp til en sone som var
indikert ved (a-6) i figur 1. Ved dette stadium var mengden av
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det opptrukkede serum ca. 8 ul. Det tok 1 minutt for opptrekk-
ingen. Hvert av kapillarr¢rene‘ble deretter dyppet med sin ned-
re ende i PBS som inneholdt 0,003 % hydrogenperoksyd, som deret-
ter ble tillatt & bli suget opp til et punkt nar den ¢vre ende
av kapillarrgret (8-9 cm oppover fra nedre ende). Det tok 15
minutter for denne oppsuging. Som resultat ble Rb-IgG-O-sonen
[(a=6) i figur 1] farvet brun for human-serums vedkommende.
Imidlertid ble det ikke observert noen farve for kanin-serums
vedkommende.
[3-2) Distinksjon meliom human-blod og kanin-blod, begge inne-
holdende en antikoagulant (EDTA):

Fremgangsmitene fra [3-1] ble fulgt med unntagelse av at
PBS som inneholdt 0,03 € hydrogenperoksyd ble anvendt som sub-
stratlgsning. Som resultat ble den sone som tilsvarte Rb-~IgG-O
farvet brun for human-blods vedkommende, mens det ikke ble ob-
servert noen farve for kanin-blods vedkommende.

Eksempel 2:
[1] Materialer:
(1) Albumin-belagt glass-kapillarrgr:

Albumin-belagte glass-kapillarre¢r ble fremstilt pa
samme mite som i eksempel 1, [1], (1) med unntagelse av at glass-
kapillarrgr med diameter 1,5 mm og lengde 125 mm ble anvendt.

(2) Glassperler (GB) (diameter: 0,17 mm)
(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):

Det samme albumin-belagte GB ble anvendt som referert

i eksempel 1, [1], (3).
(4) Polyesterfiber
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA:

Det samme dianisidin-miksede GB.BSA ble anvendt som
referert i eksempel 1, [1}, (5).

{(5) Peroksidase-konjugert kanin-IgG (Rb-IgG-HRP):

Fremstilt p4 samme mdte som i eksempel 1, [1], (6)
med unntagelse av at geite~anti-kanin-IgG-antistoff ble erstat-
tet av kanin-IgG.

{(7) Rb-IgG-HRP-mikset GB.BSA:

16 gram av GB.BSA ble satt til en porsjon av lyofili-
satet fremstilt som angitt under (6), og denne porsjon er ekvi-
valent med 1 ml av Rb-IgG~HRP. Den resulterende blanding ble
ensartet blandet i en morter.
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(8) Anti-kanin-IgG-antistoff-fiksert GB (aRb-IgG-0):
Fremgangsmitene fra eksempel 1, [1], (8) ble fulgt
med unntagelse av at ~geite-anti-kanin-IgG-antistoff ble brukt
istedenfor kanin-IgG.
(9) Stempel med hull:
Det ble laget et hull i den gvre del av en gummisuge-
kopp med dimensjoner som tilsvarte kapillarrgrets.
(10) Heparin og EDTA-mikset GB.BSA:;
I en morter ble 10 mg heparin, 1,15 g av EDTA 2K og
8,84 g av GB.BSA blandet ensartet. En 0,2 g porsjon av den
resulterende blanding ble tatt ut, og tilsatt yteerligere
9,8 g av GB.BSA. Den s&ledes oppnddde blanding ble omrgrt jevnt
pd samme mite.

[2] Fremstilling av kapillarrg¢r for midlinger:

Fremgangsmdtene fra eksempel 1, [2] for & fremstille de
fgplgende kapillarregr.

Polyesterfibre (b-1) ble pakket langs de fgrste 5 mm, hepa-
ring og EDTA-blandet GB.BSA (b-2) langs de neste 3,5 mm, diani-
sidin-blandet GB.BSA (b-3) langs de neste 3,5 mm, og likeledes
GB.BSA (b-4), Rb-IgG-HRP-blandet GB.BSA (b-5), GB.BSA (b-6) og
aRb~IgG-0 {b-7) respektive pakket 3,5 mm hver. Gb (b-8) ble s&
pakket i det resterende rom i kapillarrgret opp til et punkt
5 mm nedover fra gvre ende av kapillarr¢ret, og de gjenvarende
5 mm ble pakket med polyesterfibere.

(Figur 2)

[3] bistinksjon mellom friskt human- og kanin-blod:

Det ble tilveiebragt to kapillarrgr, ©g gummisugekopper,
hver med et hull, ble festet respektive til de ¢gvre ender av
kapillarrgrene. Den nedre ende av et av kapillarrgrene ble
brakt i kontakt med et hakk laget i en del av et menneskegre,
mens den nedre ende av det annet kapillarrgr ble brakt i kon-
takt med et hakk laget i en del av et kanin-gre. Hvert friske
blod ble langsomt suget til sone (b-7) i figur 2, mens det ble
gjort bruk av gummisugekoppen. I dette stadium var mengde av
det oppsugedé blod ca. 15 ul. Det tok 20 sekunder med oppsugin-
gen. Deretter ble nedre ende av hvert av kapillarrgrene dyppet
i PBS som inneholdt 0,003 % hydrogenpe;oksyd., PBS . inneholdende
0,003 $ hydrogenperocksyd ble suget opp, mens det ble gjort bruk
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av gummisugekoppen, til et punkt nar den ¢gvre ende (9-10 cm opp-
over fra den nedre ende) av kapillarrgret. Det tok 7 minutter
med oppsugingen. Som resultat ble den sone som tilsvarte anti-
Rb-IgG [(b-7) i figur 2] farvet brun for human-blods vedkommen-
de, men for kanin-blods vedkommende ble den samme sone lett far-
vet sammenlignet med fgrstnevnte.

Eksempel 3:
[11 Materialer:
(1) Albumin-belagte glass-kapillarre¢r: ,
Albumin-belagte glasskapillarrgr fra eksempel 1, [1], (1)
ble anvendt.
(2) Glassperler (GB; diameter: 0,1 mm)
(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):

GB.BSA ble fremstilt pé samme midte som i eksempel 1,
[1], (3) med unntagelse av at 0,1 mm glassperler ble anvendt i-
stedenfor de 0,17 mm glassperler.

(4) - Absorberende bomull
(5) Peroksidase-konjugert anti-C-reaktivt proteln-antl—
stoff (oCRP-HRP):

Fremstilt pd samme mdte som i eksempel 1, med unnta-
gelse av at geite-anti-CRP-antistoff ble benyttet istedenfor

geite-anti-kanin-IgG-antistoff.
(6) OoCRP~HRP-blandet GB.BSA:

8 gram av GB.BSA (3) ble satt til en porsjon av lyo-
filisatet fremstilt som angitt under (5), og denne porsjon var
ekvivalent med 1 ml av aCRP-HRP. Den resulterende blanding ble
blandet jevnt i en morter.

(7) oaCRP-antistoff-fiksert GB (aCRP-0):

Fremstilt p& samme mite som i eksempel 1, [1]), (8)
med unntagelse av at geite-aCRP-antistoff ble anvendt isteden-
for kanin-IgG, og glassperlene i [1], (2) 1 dette eksempel ble
anvendt.

(8) Farveproduserende substratlgsning:

PBS inneholdende 0,03 % hydrogenperoksyd, 0,25 %

gelatin og 0,03 % o-tolidin.

[2] Fremstilling av kapillarrgr for h&linger:
De f¢lgende kapillarrgr ble fremstilt ved & fg¢lge metodene
fra eksempel 1, [2]. Den absorberende bomull (c-~1) ble pakket
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langs de f¢rste 5 mm, og GB.BSA (c-2), aCRP-HRP-blandet GB.BSA
(c~3), GB.BSA (c-4) og aCRP-0O (c=-5) ble deretter pakket respek-
tive 5 mm hver. GB (c-6) ble pakket i det resterende rom i ka-
pillarr¢fet opp til et punkt 5 mm nedover fra den ¢gvre ende av
kapillarrgret, og den absorberende bomull ble pakket i de reste-
rende 5 mm. ’

{Figur 3)

[3) Bestemmelse av narvaer eller fraver av CRP:

Fire kapillarrgr ble tilveiebrakt for pavisning av CRP.
Deres nedre ender ble respektive dyppet i (I) kaninserum, (II)
normalt humanserum, (III) pasientserum og (IV) serum inneholden-
de 5 mg/dl av CRP. Vaskeprgvene ble hver suget opp til sone
(c-3) i figur 3. Her var mengden av hver av de sdledes oppsug-
ede prgver ca. 5 ul. Det tok 30-60 sekunder med oppsugingen.

Deretter ble de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i en
farveproduserende substratlgsning. Den farveproduserende sub-
stratl¢gsning ble oppsuget til et punkt (8-9 cm oppover fra den
nedre ende) nar den gvre ende av hvert kapillarrgr. Oppsugin-
gen tok 20 minutter. Som resultat ble det ikke observert noen
farve i den sone som tilsvarte aCRP-O [(c-5) i figur 3] i til-
fellet av (I) og (II), mens en grgnnaktig farve ble observert i
den samme sone i tilfellet av (III) og (IV).

Eksempel 4:
[1] Materialer:
(1) Albumin-~belagte glass-kapillarregr:

Albumin-belagte glass-kapillarr¢r fra eksempel 1, (1],
(1) ble anvendt.

(2) Glassperler (GB; diameter; O,1 mm)
(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):

Albumin-belagt GB fra eksempel 3, [l1], (3) ble anvendt.
(4) Dianisidin-mikset GB.BSA:

Fremstilt p3 samme mdte som i eksempel 1, [1l], (5) med
unntagelse av at 0,1 mm glassperler ble anvendt istedenfor de
0,17 mm glassperler.

' (5) Glukose-~oksidase-konjugert absorberende bomull
(GOD-0) : ) .
i ) ' " Det ble tilveiebrakt 780 mg av den absorberende. bomull
og 214 mg natriumperjodat, som var tilsatt 40 ml destillert vann.
Den resulterende blanding ble omrgrt ved romtemperatur i 1l time.
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Etter reaksjonen ble reaksjonsblandingen vasket grundig med des-
tillert vann, fulgt av tilsetning av 10 mg av glukose-oksidase.
Etter at disse ble blandet ved romtemperatur i 3 timer ble den
resulterende blanding vaéket grundig med destillert vann og ble
sd t¢rret under vakuum.

(6) Glukose-mikset absorberende bomull (Glu-mikset absor-
berende bomull):

Det ble tilveiebragt 1 g av den absorberende bomull,
fulgt av blanding av denne med 100 mg glukose. Deretter ble
2 ml destillert vann tilsatt, og den resulterende blanding ble
omrgrt godt for opplg¢gsning av glukosen. S& ble den absorberende
bomull te¢rret under vakuum.

(7) Peroksidase-konjugert anti-fibrin—nedbrytningspfoduk-
ter (oFDP-HRP): ,

Fremstilt pd samme midte som i eksempel 1, [1)}, (6)
unntatt at geite-kanin~IgG-antistoff ble erstattet med muse-~
anti-FDP-antistoff (monoklonalt antistoff-l).

(8) aFDP-HRP-mikset GB.BSA:

8 gram av GB.BSA (3) ble satt til en porsjon av lyofi-
lisatet fremstilt som angitt under (7), og denne porsjon var
ekvivalent med 1 ml av oFDP-HRP. Den resulterende blanding ble
omrgrt jevnt i en morter.

(9) oFDP-fiksert GB (aFDP-0):

Fremstilt p&d samme mite som angitt i eksempel 1, [1], (8)
med unntagelse av at kanin-IgG ble erstattet med muse-aFDP-anti-~
stoff (monoklonalt antistoff-2).

(1l0) Glutation-mikset GB.BSA:

10 mg glutation og 5 g av GB.BSA ble blandet ensartet i .en
morter.

{11) Absorberende bomull

[2) Fremstilling av kapillarrgr for pavisning:

Fra den nedre ende av hvert albumindekket glasskapillarregr
ble det fgrste merke satt ved 5 mm og det annet ved 10 mm fra
den nedre ende. 8S& ble det satt seks merker hvert med et mellom-
rom av 3,5 mm. To fiber-reagenser ble innsatt fra nedre ende.
GOD-0 (d-2) ble fg¢rst pakket fra et punkt 5 mm oppover fra ned-
re ende til et punkt 10 mm oppover fra samme nedre ende, og den
Glu-miksede absorberende bomull (d~1) ble deretter pakket fra
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den nedre ende til punktet 5 mm oppover fra nedre ende, begge
ved anvendelse av en ndl. Deretter, under oppsuging fra nedre
ende, ble det pakket, i hvert tilfelle i en lengde av 3,5 mm,
det dianisidin-miksede GB.BSA (d-3), GB.BSA (d-4), glutation-
miksede GB.BSA (d-5) aFDP-HRP-miksede GB.BSA (d-6), GB.BSA (d-7)
og aFDP-O (d-8) respektive. GB (d-9) ble sd8 pakket i det reste-
rende rom i kapillarrgret opp til et punkt 5 mm nedover fra ¢gvre
ende av kapillarrgret, og den absorberende.bomull ble pakket
langs de gjenvarende 5 mm.

(Figur 4)

[3)] Pavisning av FDP i urin:

To kapillarregr ble tilveiebrakt for pAvisning. Ett av
kapillarrgrene ble dyppet i urin som inneholdt FDP (Dz) i en
mengde av 50 pg pr. ml av urin, mens det annet kapillarrgr ble
dyppet i normal human-urin. Begge urinprgver ble oppsuget til
punkter ner de g¢gvre ender (8-9 cm oppover fra de nedre ender)

i sine tilsvarende kapillarrgr. Her var mengden av hver av de
oppsugede urinpregver ca. 25 pl. Det tok 9 . minutter med oppsug-
ingen. Som resultat ble den sone som tilsvarte aFDP-O [(d-8) i
fig. 4] farvet brun i tilfellet av den FDP-tilsatte urin. Det
ble imidlertid ikke observert noen farve i tilfellet av den nor-

male human-urin.

Eksempel 5:
[1) Materialer:
(1) Albumin-belagte glass-kapillarre¢r:
Albumin-belagte glass-kapillarrgr fra eksempel .1,
{11, (1) ble anvendt.
(2) Glassperler (GB; diameter: 0,17 mm)
(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):
GB.BSA fra eksempel 3, [1], (3) ble anvendt.
(4) Polyesterfiber
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA:
Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 1, [1], (5) ble
anvendt.
(6) Percksidase-konjugert kanin-IgG-antistoff (Rb-IgG-HRP):
'Rb-IgG;HRP fra eksempel 2, [2], (6) ble anvendt.
(7) Rn~IgG-HRP-mikset GB.BSA: "
Det Rb-IgG-HRP-miksede GB-BSA fra eksempel 2, [1],
(7) ble anvéndt. ' S :



164320

22

(8) Kanin-IgG-fiksert GB (Rb-IgG-O):
Rb~IgG fra eksempel 1, {11, (8) ble anvendt.

[2]) Fremstilling av kapillarrgr for pdvisning:

ved & fplge fremgangsmitene fra eksempel 1, [2] ble fgl-
gende kapillarrgr fremstilt:

Polyesterfibrene (e~1l) ble pakket langs de fgrste 5 mm,
fulgt av pakking av det dianisidin~miksede GB.BSA (e-2), GB.BSA
{(e=3), Rb-IgG-HRP-miksede GB.BSA (e-4), GB.BSA (e-5) og Rb-
IgG~0 (e-6) respektive langs 3,5 mm ganger 3,5 mm. Gb (e~7)
ble deretter pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret opp
til et punkt 5 mm nedover fra ¢vre ende av kapillarrgret, og
polyesterfibrene ble til slutt pakket i det gjenvarende 5 mm.
(figur 5)

[3] Bestemmelse av narver eller fravar av anti-Rb-IgG-anti-
stoff:

To kapillarrgr ble tilveiebrakt for padvisning. De nedre
ender av kapillarrgrene ble dyppet respektive i geiteserum
under immunisering med Rb-IgG (I} og normalt geiteserum (II)
(bekreftet ved Ouchterlony-metoden). Prgvene ble suget opp
til punktene (e-3) i figur 5. I detté stadium var méngden av
hver av prgvene ca. 3 pl. Det tok 20 sekunder.

Deretter ble de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i
PBS som inneholdt 0,03 % hydrogenperoksyd. PBS inneholdende
0,03 % hydrogenperoksyd ble suget opp til punkter nar de gvre
ender (8-9 cm nedover fra de nedre ender) av kapillarrgrene.
Det tok 20 minutter med oppsugingen. Som resultat ble den sone
som tilsvarte Rb-IgG-O [(e-6) i fig. 5] farvet brun for geite-
serums vedkommende som inneholdt anti-Rb-IgG-antistoff (I),
mens ingen farve ble observert for det normale geiteserums
vedkommende (II).

Eksempel 6:
fl1] Materialer:
(1) Albumin-belagte glass-kapillarre¢r:
Albumin-belagte glass-kapillarrgr fra eksempel 1,
[1], (1) ble anvendt.
{2} Albumin-belagte glassperler (GB.BSA):
GB.BSA fra eksempel 3, [1], (1) ble anvendt.
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(3) Absorberende bomull
(4) Peroksidase-konjugert anti-human-serum albumin-
antistoff (aHSA-~HRP):

Fremstilt pé sahme madte som aRb-IgG-HRP fra eksempel
1 [1], (6) med unntagelse av at geite-anti-kanin-IgG-antistoff
ble erstattet av kanin-anti-human-serum-albumin-antistoff.

(5) oHSA-HRP-mikset GB.BSA:

Fremstilt p& samme m&te som i eksempel 3, [1], (6)
med unntagelse av at a-HSA-HRP (4) fra dette eksempel ble an-
vendt istedenfor aCRP-HRP.

(6) oHSA-antistoff-fiksert GB(aHSA-O):

Fremstilt p4 samme mite som i eksempel 3, [1], (7)
med unntagelse av at deite-aCRP-antistoffet ble erstattet med
kanin-a-HSA-antistoff.

(7) Farveproduserende substratlgsning:

0,01 M fosfatpufret saltlgsning inneholdende 0,3 %
hydrogenperoksyd, 0,25 % gelatin 09 0,03 & 2,2'~azinodi (3-etyl-
benz-tiazolin)-6-sulfonsyre.

[2] Fremstilling av kapillarre¢r forvpavisning:

Fg¢lgende kapillarrgr ble fremstilt pd samme mite som i
eksempel 1, [2]:

Den absorberende bomull (£-1) ble pakke£ langs de fgrste
5 mm, og deretter GB.BSA (f-2) langs de neste 7 mm, det
oHSA-HRP-miksede GB.BSA (f-3) langs 3,5 mm, GB.BSA (f-4) langs
7 mm, og aHSA-O (f-5) langs 3,5 mm. GB.BSA (f-6) ble deretter
pakket i det gjenvaerende rom i kapillarrg¢ret opp til et punkt
5 mm nedover fra gvre ende av kapillarrgret, og den absorberen-
de bomull ble ogsd pakket i de gjenvarende 5 mm. Etter full-
fgorelse av pakkingen ble det satt et merke ved et punkt 5 cm
oppover fra nedre ende.

(Figur 6) .
[3] Bestemmelse av narvar eller fravar av human-albumin i
avlgpsvaske:

Tre reagensr¢r ble tilveiebrakt for pdvisning. De nedre
ender av reagensrgrene ble dyppet respektive i PBS inneholden-
de human-serum i en mengde av 1 ml pr. liter av PBS (I), avligps-
veske 1 (II) og avlgpsveske 2 (III). Disse prgver ble suget
opp til sonene (£f-5) i figur 6. I dette stadium vér'mengdenb
av hver'av de oppsugede prgver ca. 9 ul. Det tok 1 minutt
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med oppsugingen.. Deretter ble de nedre ender av kapillarr¢re-
ne dyppet i en farveproduserende substratlgsning. Den farve-
produserende substratlgsning ble suget opp til punkter ca. 5 cm
oppover fra de nedre ender av kapillarrgrene. Dette tok 15
minutter. Som resultat ble, i tilfellet (I) og (II), bl& farve
observert respektive i de soner som tilsvarte aHSA-O [(f-5) i
figur 6], mens ingenlfarve ble observert i tilfellet (III). Av
disse resultater var det mulig & bestemme at avlgpsveske 1 inne-
holdt human-albumin.

Eksempel 7:
(11 Materialer:
(1) Albumin-dekkede glass-kapillarrgr: } ‘
Albumin-dekkede glasskapillarrgr fra eksempel 1, [1],
(1) 'ble anvendt.
(2) Glassperler (GB; diameter: 0,1)
{(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):
GB.BSA fra eksempel 3, [1], (3) ble anvendt.
(4) Polyesterfiber.
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA:
Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 4, [1],
(4) ble anvendt. ‘
_ (6) Peroksidase-konjugert anti-o-fetoprotein-antistoff
(monoklonalt antistoff: fremstilt av oss) (a-AFT-HRP):
Fremstilt p4 samme mdte som i eksempel 1, [1}, (6)
med unntagelse av at geite-anti-rabbit-IgG-antistoff ble er-
stattet med muse-anti-a-fetoprotein-antistoff (monoklonalt anti-
stoff-1}.
(7) aAFP-HRP-mikset GB.BSA:
Fremstilt p& samme mdte som i eksempel 3, ({1}, (6)
med unntagelse av at aCRP~HRP ble erstattet med aAFP-HRP (6)
fra dette eksempel.
(8) Anti-a-fetoprotein-antistoff-fiksert GB. (aAFT-0):
Fremstilt p4d samme mdte som i eksempel 3, [1), (7)
méd unntagelse av at>)geite—o-CRP-antistoff ble erstattet med
muse-anti-a-fetoprotein-antistoff (monoklonalt antistoff-2;
fremstilt av oss).
(9) o-fetoprotein-fiksert GB (AFP-O):
Fremstilt pA samme mite som i eksempel 3, (1], (7)
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med unntagelse av at geite-a-CRP-antistoff ble erstattet med

a-fetoprotein (produkt fra The Green Cross Corp.).

(2] Fremstilling av kapillarrgr for mdlinger:

De fglgende kapillarrgr ble fremstilt p& samme mdte som
i eksempel 1, (2].

Polyesterfibrene (g-1) ble pakket langs de f¢rste 5 mm,
fulgt av pakking av det dianisidin-miksede GB.BSA (g-2), GB.BSA
(g-3), o~AFP-HRP-mikset GB.BSA (g-4), GB.BSA (g-5), GAFP-O (g-6},
GB.BSA (g-7) og AFP~O (g-8), 3,5 mm hver. Deretter ble GB (g-9)
pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret til et punkt 5 mm
nedover fra dets gvre ende, og polyesterfibrene ble igjen pakket
i de gjenvaerende 5 mnm.

(Figur 7)
[3] MAaling av o-fetoprotein i serum:

Seks kapillarrgr ble tilveiebrakt for mdlinger. De nedre
ender av kapillarrgrene ble dyppet respektive i serum inneholden-
de a-fetoprotein i en mengde av O g pr. ml av serum (I), serum
inneholdende c-fetoprotein i en mengde av 100 ng pr. ml av serum
(II), serum inneholdende a-fetoprotein i en mengde av 1 ug pr. ml
av serum (III), serum inneholdende a-fetoprotein i en mengde av
10 ug pr. ml av serum (IV), normal-human-serum (V) og pasient~
serum (VI). Disse prgver ble oppsuget til sonene (g~8) i fig. 7.
Mengden av hver av de oppsugede prgver var ca. 10 ul. Det tok
2 minutter for oppsugingen. Deretter ble de nedre ender av ka-
pillarr¢rene dyppet i PBS som inneholdt 0,003 § hydrogenper-
oksyd. PBS inneholdende 0,003 $% hydrogenperoksyd ble suget opp
til punkter nzr de gvre ender (8-9 cm oppover fra de nedre ender)
av kapillarrgrene. Dette tok 25 minutter. Som resultat ga prg-
ven (I) ingen farve overfor aAFP-0O [(g-6) i figur 7}, men etter-
lot en mgrk farve ved AFP-O [{(g-8) i figur 7]. Pregve (II) ga
aAFB~0 [(g-6) i figur 7] et lett farveskjar og mgrkfarvet
AFP-O [(g-8) i figur 7]. Prgve (III) farvet ikke bare GAFP-0
((g-6) i figur 7], men ogsd AFP-O [(g-8) i figur 7]. For §r¢ve
(IV) ble aAFP-0 [(g-6) i figur 7] mgrkfarvet, og A¥FE-0 ((g-8) i
figur 7} fikk et lett farveskjar. Prgvene (V) og {I) ga de sam-
me resultater, mens prgvene (VI) og (II) ga de samme resultater.
Av ovenstdende resultater ble det ikke obéervert noe a-fetopro-
tein i normal-human-serumet, mens det ble pAvist i pasient-serum-
et som inneholdt a-fetoprotein i en mengde av ca. 100 ng/ml
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av serumet.

Eksempel 8:
[1] Materialer: 4
(1) Albumin-belagte glass-kapillarrgr:
Albumin-belagte glass-kapillarrgr fra eksempel 1 [1],
(1) ble anvendt.
(2) GB (diameter 0,17 mm)
(3} GB.BSA
GB.BSA fra eksempel 1, [1], (3) ble anvendt.
(4) Polyesterfiber
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA: .

Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 1, (1],
(5) ble anvendt.

(6) Natriumperborat-mikset GB.BSA:

12 mg natriumperborat og 10 g av GB.BSA ble blandet
jevnt i en morter.

(7) Glutation-mikset GB.BSA:

40 mg glutation og 10 g av GB.BSA ble blandet jevnt i
en morter.

(8) Peroksidase konjugert med anti-fibrin-nedbrytnings-
produkt-antistoff (monoklonalt antistoff-1l) (aFDP-HRP):

Fremstilt pd samme mite som i eksempel 1, [1], (6)
med unntagelse av at ~geite-anti-kanin-IgG-antistoffet ble er-
stattet med muse-antifibrin-nedbrytningsprodukt-antistoff
(monoklonalt antistoff-1l, fremstilt av oss).

(9) oFDP-HRP-mikset GB.BSA:

Fremstilt p& samme mdte som i eksempel 1, [1], (7)

med unntagelse av at a-Rb-IgG-HRP ble erstattet av aFDP-HRP.
(10) a-FDP-antistoff-fiksert GB (aFDP-0):

Fremstilt pd samme mdte som i eksempel 1, [1], (8)
med unntagelse av at muse-antifibrin-nedbrytningsprodukt-anti-
stoffet (monoklonalt antistoff-2 fremstilt av oss) ble anvendt
istedenfor Rb-IgG.

(11) FpDP-fiksert GB (FDP-O):

Fremstilt pd samme mate som i eksempel 1, [1l], (8)

med unntagelse av at Rb-IgG ble erstattet av FDP.
(12) Albumin-mikset GB.BSA:
20 mg av okseserumalbumin og 1 g GB.BSA ble blandet
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jevnt i en morter.

[2] Fremstilling év kapillarrgr for midlinger:

De fg¢glgende kapillarrgr ble fremstilt pd samme mite som i
eksempel 1, [2].

Polyesterfibrene (h-1) ble pakket langs de fg¢rste 5 mm,
fulgt av pakking av det albumin-miksede GB.BSA (h-2), dianisidin-
mikset GB.BSA (h-3), natriumperborat-mikset GB.BSA (h-4), gluta-
tion-mikset GB.BSA (h~5), GB.BSA (h-6), aFDP-~HRP-mikset GB.BSA
{h-7), GB.BSA (h-8), «FDP-O (h-9), GB.BSA (h~10) og FDP-O (h-1l1l)},
3,5 mm hver. Deretter ble GB (h-12) pakket i det gjenvarende
rom i kapillarrgret opp til et punkt 5 mm nedover fra ¢vre ende
av kapillarr¢ret, og polyesterfibrene ble pakket i de gjenvaren-
de S5 mm.

(Fligur 8)
[3]. P&visning av FDP i urin:

4 kapillarrgr ble tilveiebrakt for pavisning. De nedre
ender av kapillarrgrene ble dyppet respektive i normal urin (Ii,
urin tilsatt FDP i en mengde av 50 pg pr. ml av urin (II),
urin tilsatt FDP i en mengde av 1 mg pr. ml av urin (III) og
pasient-urin (IV). .Disse prgver ble suget opp til punkter ner
de ¢vre ender (8-9 cm oppover fra de nedre ender) i sine tilsva-
rende kapillarrgr. Mengden av hver av de sdledes oppsugede
urinprgver var ca. 25 ul. Dette tok 20 minutter. Som resultat
farvet urinpregve (I) ikke aoFDP-O [(h-9) i figur 8], men ga en
mgrk farve ved FDP-O [(h-11) i figur 8]. Urinprgve (II) ga en
brun farve ikke bare til «FDP-0 [(h-9) i figur 8], men ogsd til
FDP.O [(h-11l) i figur 8]. I tilfellet urinprgve (III) ble en
mgrk farve observert ved aFDP-0O [(h-9) i figur B8], og et lett
farveskjar ble ogsd observert ved FDP-O [(h-11) i figur 8]. I
tilfellet urinprgve (IV) var det mulig & bestemme, pd bakgrunn
av de resultater som er oppnddd med hensyn til urinprg¢ve (II1),
at urinprgve (IV) inneholdt FDP i en mengde av ca. 50 ug pr. ml
av urinprgven.

Eksempel 9:
1] Materialer:
(1) Albumin-belagte kapillarrgr: ‘
Albumin-belagte kapillarrg¢r fra eksempel 1, [1], (1)
ble anvendt.
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(2) Glassperler (GB; diameter: 0,17 mm)
(3) Albumin-belagte glassperler (GB.BSA):
Det albumin-belagte GB fva exsempel 1, [1], (1) ble
anvendt.
(4) Polyesterfibre
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA: '
Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 1, [1],
(5) ble anvendt. ]
(6) Peroksidase-konjugert anti-a-fetoprotein-antistoff
{(aAFP-HRP) : '
Det peroksidase-konjugerte anti-a-fetoprotein-
antistoff fra eksempel 7, [l], (6) ble anvendt.
(7) aAFP-HRP-mikset GB.BSA:
Fremstilt p3 samme mite som i eksempel 1, [1], (7)
med unntagelse av at aRb-IgG-HRP ble erstattet med oAFP-HRP.
" (8) Anti-a-fetoprotein-antistoff-fiksert GB (aAFP-0):
Fremstilt p4 samme mite som i eksempel 1, [1], (8)
med unntagelse av utbytting av kanin-IgG med anti~a-fetoprotein-
antistoff.
(9) Anti-peroksidase-antistoff-fiksert GB (aHRP-0):
Fremstilt p4 samme mate som i eksempel 1, [1], (6)
med unntagelse av at kanin-IgG ble erstattet med geite-anti-
peroksidase-antistoff.

(2] Fremstilling av kapillarr¢gr for mdlinger:

Ved 4 fglge fremgangsmitene fra eksempel 1, [2], ble de
fglgende kapillarrgr fremstilt.

Polyesterfibrene (i-1l) ble pakket langs de fg¢rste 5 mm,
fulgt av pakking av det dianisidin-miksede GB.BSA (i-2}, GB.BSA
(i-3), oAFP-HRP-mikset GB.BSA (i-4), GB.BSA (i-5), aAFP~O (i-6),
GB,BSA (i-7) og aHRP-O (i-8), hver 3,5 mm. Deretter ble GB (i-9)
pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret opp til et punkt
5 mm nedover fra den gvre ende av kapillarrgret, og polyester-
fibrene ble pakket i de gjenvarende 5 mm.

(Figur 9)
{3] P&avisning av a-fetoprotein i serum:

3 kapillarr¢r ble tilveiebrakt fo? p&viéning. De nedre
ender av kapillarrgrene ble dyppet réépéktiVe’i serum innehold-
ende a~fetoprotein i en mengde av O g pr. ml av serum (I),
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serum inneholdende a~fetoprotein i en mengde av 500 ng pr. ml
av serum (II), og serum inneholdende a-fetoprotein i en mengde
av 10 pyg pr. ml av serum (III). Serumprgvene ble suget opp til
sonene (i-8) i figur 9. Mengden av hver av de sdledes oppsuge-
de serumprgver var ca. 10 pl. Oppsugingen tok 1 minutt. Der-
etter ble de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i PBS inne-
holdende 0,003 % hydrogenperoksyd for oppsuging til punkter nar
de ¢gvre ender (8-9 cm oppover fra de nedre ender) i kapillar-
rgrene. Dette tok 20 minutter. Som resultat ga serumprgve (I)
ingen farve til aAFP~0 [(i-6) i figur 9], men produserte en in-
tens brun farve ved aHRP-0O [(i-8) i figur 9]. Serumprgve (II)
farvet ikke bare aAFP-O [(i-6) i figur 9], men ogsd aHRP-O
[(i-8) i figur 9]. Serumprgve (III) ga dyp farve til aAFP-O
[(i-6) i figur 9] og farvet ogsd aHRP-O [(i-8) i figur 9]). Av
de ovenstdende resultater ble konsentrasjonene av a-fetoprotein
skjelnet fra hverandre ved farvene i sonene (i-6) og (i-8) i

figur 9.

Eksempel 10:
[1] Materialer:
(1) Albumin-belagte glass-kapillarre¢r:
Albumin-belagte glass-kapillarrgr fra eksempel 1 [1],
(1) ble anvendt.
(2) Glassperler (GB;diameter: 0,1 mm)
(3) Albumin-belagt GB (GB.BSA):
GB~BSA fra eksempel 3, [1], (1) ble anvendt.
(4) Polyesterfiber ]
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA:
Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 4, (1],

{4) ble anvendt.
(6) Peroksidase-konjugert anti-a~fetoprotein-antistoff

(monoklonalt antistoff-1; produsert av oss; Fab') (aAFE-HRP):
1,5 ml1 av 0,1 M fosfatpufferlg¢sning (pH 7,0) innehold-
ende 10 mg peroksidase og 0,2 ml dimetylsulfoksydlgsning inne-
holdende 16 mg N-suksinimidyl-4- (N-maleimido-metyl)cykloheksan-
l-karbonat (SMCC) ble dryppet under r¢ring. De ble blandet og
reagert ved 30°C i 1 time. Reaksjonsblandingen ble sentrifu-
gert (ved 3000 opm i 10 minutter), og det utfelte overskudd av
reagens ble fjernet. Maleimidisert peroksidase ble separert
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ved gelkromatografi (Sephadex G-25; 0,1 M fosfatpufferlg¢sning
pPH 6,0). ved siden av ble F(ab')2 fremstilt pa kjent mite.
Merkaptoetylaminhydroklorid ble deretter satt til 0,1 M fosfat-
pufferlgsning (pH 6,0) inneholdende renset F(ab')2 (som stammer
fra monoklonalt antistoff-1; produsert av oss) i en mengde av
10 mg pr. ml av pufferligsningen inntil den endelige konsentra-
sjon av merkaptoetylaminhydrokloridet n&dde 0,01 M. Innholdet
ble reagert ved 37°C i 90 minutter. Reaksjonsblandingen ble
utsatt for gelkromatografi ved anvendelse av Sephadex G-25 og
0,1 M fosfatpufferlgsning inneholdende 5 mM av EDTA som eluer-
ingsmiddel for & separere Fab'. Enzym-konjugert Fab' ble ut-
satt for gelkromatografi ved anvendelse av "Ultrogel ACA-44"
(produkt fra LKB) og 0,1 M fosfatpufferlgsning (pH 6,5) som
elueringsmiddel. De sdledes separerte og rensete produkter ble
lyofilisert.

(7) oAFP-HRP-mikset GB.BSA:

Fremstilt pd4 samme mate som i eksempel 3, [1]}, (6)
med unntagelse av at aCRP-HRP ble erstattet med a-~AFP-HRP.

(8) Anti-ao-fetoprotein-antistoff-fiksert GB («AFP-0):

aAFP-0 fra eksempel 7 [l1], (8) ble anvendt.

(9) Glukose-oksidase polymerisert med albumin-perler,
mikset GB.BSA (GOD-0):

100 mg glukose-oksidase og 400 mg okseserumalbumin ble til-
veiebrakt. Disse ble opplgst i 5 ml av 0,02 M acetatpufferlegs-
ning (pH 5,0), fulgt av tilsetning av 2 ml 2,5 % glutaraldehyd.
Den resulterende blanding ble omre¢rt forsiktig og ble s& til-
latt 4 henstd i 1 time. Etter dette ble den koagulert og ble
deretter sentrifugert for oppsamling av utfellingsproduktet.
Det sdledes oppsamlede utfellingsprodukt ble tilsatt 20 ml 0,1
M lysin. Den resulterende blanding fikk henstd natten over.
Den ble s& vasket med destillert vann, og utfellingsproduktet
ble oppsamlet. Det ble tgrret for bruk. 7 mg av det sAledes
oppnadde produkt og 1 g av GB.BSA ble blandet ensartet.

(10) Glutation-mikset GB.BSA:

Det glutation-miksede GB.BSA fra eksempel 4, [1],
(10) ble anvendt.

(11). PBS inneholdende glukose i en mengde av 1 mg pr. ml

av PBS.
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[2] Fremstilling av kapillarrgr for mdlinger:

Ved & fglge fremgangsmitene fra eksempel 1, (2] ble de
fplgende kapillarrgr fremstilt:

Polyesterfibrene (j-1) ble pakket langs de fgrste 5 mm,
fulgt av pakking av dianisidin-mikset GB.BSA (j-2), GB.BSA (J-3),
aAFP-HRP-mikset GB.BSA (j-4), glutation-mikset GB.BSA (j-3),
aAFP-HRP-mikset GB.BSA (j-4), glutation-mikset GB.BSA (j-5),
GOD-O0 (j~6) og aAFP~O (j-7), 3,5 mm hver. Deretter ble GB (3-8)
pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret til et punkt 5 mm
fra ¢gvre ende av kapillarrgret, og polyesterfibrene ble ogsé
pakket langs de gjenvarende 5 mm.

(Figur 10).
(3] . PAvisning av a-fetoprotein i serum:

3 kapillarrgr ble tilveiebrakt for pdvisning. Deres nedre
ender ble dyppet respektiv i serum inneholdende a~fetoprotein i
en mengde av O g pr. ml av serum (I), serum inneholdende a-feto-
protein i en mengde av 500 ng pr. ml av serum (II), og serum in-
neholdende a-fetoprotein i en mengde av 10 pg pr. ml av serumet.
Serumpr¢vene ble suget opp til sonene (j-7) i figur 10. Meng-
den av hver av de sdledes oppsugede serumprgver var ca. 9 pl.
Oppsugingen tok 2 minutter. Deretter ble de nedre ender av
kapillarrgrene dyppet i PBS som inneholdt glukose i en mengde
av 1 mg pr. ml av PBS. Det glukoseholdige PBS ble suget opp
til punkter ner de ¢gvre ender (8-9 cm oppover fra de nedre en-
der) i kapillarrgrene. Dette tok 25 minutter. Som resultat
ga serumprgve (I) ingen farve til aAFP-O [(j-7) i figur 10].

I tilfellet serumprgve (II) ble aAFP-O [(j-7) i figur 10] far-
vet. Serumprgve (III) ga en dyp farve til oAFP-0O [(3-7) i £i-
gur 10). Av de ovenst&ende resultater var det mulig & skjelne

konsentrasjonene av a-fetoprotein fra hverandre.

Eksempel 11:
[1] Reagenser:
(1) Albumin-belagte kapillarregr:
Albumin~belagte kapillarr¢gr fra eksempel 2, (11,
(1) ble anvendt.
(2) Glassperler (GB; diameter: 0,17 mm)
(3) Albumin-belagte glassperler (GB.BSA):
GB.BSA fra eksempel 1, [1], (3) ble anvendt.
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(4) Absorberende bomull.

(5) Fluorescein-isotiocyanat-merket anti-kanin-IgG-anti-
Stoff (aRb-IgG-FITC): ‘ '

Til 5 mg av . geite-anti-kanin-IgG-antistoff i 1 ml salt-
l¢sning ble 0,1 ml 0,5 M karbonatpufret saltlgsning (pH 9,5)
tilsatt for oppl¢snihg av antistoffet. 0,05 M karbonatpufret
saltlgsning (pH 9,5) inneholdende FITC i en mengde av 2 mg pr.
ml av saltlgsningen, som var fremstilt ved siden av, ble an-
brakt i et 20 ml begérglass. IgG-lgsningen ble anbrakt i et
dialysergr, og r¢ret ble deretter neddyppet i FITC-lgsningen.
De ble reagert med hverandre ved 4°C natten over. Etter reak-
sjonen ble innholdet av dialysergret utsatt for gelkromatografi
(Sephacryl S-200; lgsning: 0,01 M fosfat-pufret saltlgsning)
for 4 separere den resulterende fluorescein-merkede forbindelse. '
Den s8ledes rensede og separerte forbindelse ble lyofilisert.

(6) caRb-IgG-FITC-mikset GB.BSA:

2 g GB.BSA ble satt til en porsjon av lyofilisatet
fremstilt i ovennevnte trinn (5), og denne porsjon var ekviva-
lent med 1 ml av aRb-IgG-FITC. Den resulterende blanding ble
omrgrt jevnt i en morter.

(7) Rb-IgG-fiksert GB (Rb-IgG-0):

Rb-IgG-0 fra eksempel 1, [1], (8) ble anvendt.

[2] Fremstilling av kapillarr¢r for mdlinger:

De fglgende r¢r ble fremstilt pd samme midte som i eksem-
pel 1, [2].

Den absorberende bomull (k-1) ble pakket langs de fgrste
5 mm, fulgt av pakking av GB.BSA (k-2) langs de neste 3,5 mm.
Deretter ble aRb-IgG-FITC-mikset GB.BSA (k-3), GB.BSA (k-4) og
Rb-IgG-0 (k-5) likeledes pakket, hver 3,5 mm. Deretter ble
GB.BSA (k~6) pakket i det gjenverende rom i kapillarrgret opp
til et punkt 5 mm nedover fra gvre ende avvkapillarr¢ret, og
den absorberende bomull ble pakket langs de gjenvarende 5 mm.
A(Figur 11) "

{31 ékjelning mellom human-serum og kanin-serum:

2 kapillarrgr ble tilveiebrakt for bestemmelse. Ett av
kapillarrgrene ble dyppet i human-serum, mens det annet kapil-
larrgr ble dyppet i kanin-serum. Serumprgvene ble suget opp
til et punkt’her gvie ende (8-9 cm oppover fra nedre ende) i
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sitt tilsvarende kapillarrgr (figur 1l1). Mengden av hver av
de sdledes oppsugede serumprgver var ca. 60 pl. Oppsugingen
tok 30 minutter. Da kapillarrgrene med de sdledes oppsugede
serumprgver ble eksponert for lys fra en stimulerende lampe
ble det, for humanserums vedkommende observert fluorescens ved
sone (k-5) i fig. 11). Imidlertid ble det ikke observert
fluorescens i tilfellet kaninserum.

Eksempel 12:
[1] Materialer:
(1) - (8):
De samme materialer som i eksempel 1, [1] ble anvendt.
(9) Stempel med et hull:
Et hulldefinerende stempel av samme type som beskre-
vet i "eksempel 2, [1], (9) ble anvendt.
(10) Heparin og EDTA-mikset GB.BSA:
Heparin og EDTA-mikset GB.BSA lik det som er beskre-
vet i eksempel 2, {1] ble anvendt.

[2] Fremstilling av kapillarrgr for milinger:

Det ble satt 5 merker pa& hvert av de albumin-dekkede
glasskapillarrgr, fg¢rst ett ved et punkt 5 mm fra nedre ende av
de albumin-dekkede glasskapillarrgr og deretter etter hverand-
re fire merker oppover pad kapillarrgrene med mellomrom 3,5 mm.
Polyesterfibrene (a-l) ble pakket langs de fgrste 5 mm. Nedre
ende av kapillarrgret ble sa koblet til en vakuumpumpe slik at
det ble produsert et negativt trykk i kapillarrgret. Heparinet
og det EDTA-miksede GB.BSA (a-1') og det dianisidin-miksede
GB.BSA (a-2) ble deretter suget inn og pakket suksessivt langs
de fg¢lgende 3,5 mm omrdder. PA lignende mite ble GB.BSA (a-3),
aRb-IgG-HRP-mikset GB.BSA (a-4), GB.BSA (a-5) og Rb-IgG-O (a~6)
pakket suksessivt. GB (a~7) ble deretter pakket i det gjenva-
rende rom til et punkt 5 mm nedover fra ¢gvre ende av kapillar-
rgret, og til slutt ble polyesterfibrene pakket langs de gjen-
varende 5 mm. -

(3] Skjelning mellom friskt humanblod og friskt kaninblod:

To kapillarr¢r ble tilveiebrakt for pldvisning. Nedre ende
av det ene av kapillarrgrene ble brakt i kontakt med et hakk
laget i et menneskegre, og tilsvarende ble det annet kapillar-
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r¢r brakt i kontakt med et hakk laget i en del av et kaningre.
Blod fra menneske og kanin ble langsomt suget opp til sonene
(a~6) ved hjelp av stemplene. Mengden av hvert av det sdledes
oppsugede blod var ca. 9 ul. Oppsugingen tok 20 sekunder. Der-
etter ble de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i PBS som in-
neholdt 0,003 $ hydrogenperoksyd. Det hydrogenperoksydholdige
PBS ble suget opp til punkter nar de ¢gvre ender (8-9 cm oppover
fra de nedre ender) i kapillarrgrene. Dette tok 15 minutter.
Som resultat ble den sone som tilsvarte Rb-IgG~0 (a-6) farvet
brun av blodet fra menneske. Imidlertid ble det ikke observert
noen farve for kaninblods vdkommende.

Eksempel 13:
{1] Materialer:
(1) Albumin-belagte kapillarre¢r:
Albumin-belagte kapillarrgr fra eksempel i, [1), (1)
ble anvendt.
(2) GB med diameter O,1 mm
(3) GB.BSA:
GB.BSA fra eksempel 1, (1], (3) ble anvendt.
(4) Polyesterfiber.
(5) Dianisidin-mikset GB.BSA:
Det dianisidin-miksede GB.BSA fra eksempel 4, (1],
(4) ble anvendt.
(6) Natriumperborat-mikset GB.BSA:
12 mg natriumperborat og 10 g GB.BSA ble blandet
jevnt i en morter.
(7) Glutation-mikset GB.BSA:
40 mg glutation og 10 g av GB.BSA ble blandet jevnt
i en morter.
(8) Peroksidase-konjugert anti-a-fetoprotein-antistoff
(aAFP-HRP) :
aAFP-HRP fra eksempel 7, (1], (6) ble anvendt.
{(9) oaAFP-HRP-mikset GB.BSA:
GB.BSA mikset med oAFP-HRP fra eksempel 7, [1], (7)
ble anvendt.
(10) Anti—d4fetoprotein-antistoff-fiksert GB (aAFP-0):
QAFP-O fra eksempel 7, [1], (8) ble anvendt.
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[2] Fremstilling av kapillarrgr for mdlinger:

De fplgende kapillarrgr ble fremstilt pid samme mite som
i eksempel 1, [2]. :

Polyesterfibrene (1-1) ble pakket langs de fgrste 5 mm,
fulgt av pakking av det dianisidin-miksede GB.BSA (1-2),
natriumperborat-mikset GB.BSA (1~3), glutation-mikset GB.BSA
(1-4), GB.BSA (1-5), oAFP-HRP-mikset GB.BSA (1-6), GB.BSA (1-7)
og aAFP-0O (1-8), 3,5 mm hver. GB (1-9) ble sa pakket i det
gjenvarende rom av kapillarrgret til et punkt 5 mm nedover fra
¢vre ende av kapillarrgret, og polyesterfibrene ble pakket
langs de gjenvaerende 5 mm.

[3] MAling av a-fetoprotein i serum:

Human-serum inneholdende a-fetoprotein i en mengde av
200 pug pr. ml av serum ble fortynnet med PBS til et volum 10
ganger sitt opprinnelige volum for oppndelse av en vaskebland-
ing av humanserum og PBS som inneholder a-fetoprotein ved en
sluttkonsentrasjon av 20 ug pr. ml av vaeskeblandingen (prgve A).
I tillegg ble ogsd humanserum inneholdende a-fetoprotein i en
mengdé av 20 pug pr. ml av serumet (pregve B) 0g en supernatant
oppnddd ved behandling av 0,5 ml av serumet (som inneholdt a-
fetoproﬁein i en mengde av 20 ug pr. ml av serumet) med 50 mg
n@ytralt kobberhydroksyd (prg¢ve C) tilveiebrakt. Det ble sile-
des tilveiebrakt tre prgver. Tre kapillarrgr ble tilveiebrakt.
Deres nedre ender ble dyppet henholdsvis i prgve A, pr¢gve B
og prgve C. Disse prgver ble suget opp til punkter nar de gvre
ender (8-9 cm opbover fra de nedre ender) i sine tilsvarende
kapillarrgr. Som et resultat ga pr¢ve A en brun farve til
oAFP-0 [(1-8) i figur 12], mens prgve B ikke farvet oAFP-0
[(1-8) i figur 12]). PA den annen side ble en brun farve obser-
vert ved oAFP-0O [(1-8) i figur 12] i tilfellet prgve C. Av de
ovenstdende resultater, selv om en substans som inhiberer oven-
nevnte reaksjon inneholdes i en pr¢ve, er midlingen fremdeles
mulig, forutsatt at pr¢ven behandles pa forhand, f.eks. ved at
den fortynnes eller ved at det tilsettes en ytterligere substans.
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Eksempel 14:
[1] Materialer:
(1) Albuminbelagte glass-kapillarrgr:
PBS inneholdende okseserumalbumin i en mengde av
20 mg pr. ml av PBS ble ledet gjennom glasskapillarr¢gr med dia-
meter 1 mm og lengde 100 mm. Glassrgrene ble deretter aspirert
for fjerning av eventuelt gjenvarende PBS, fulgt av lufttegrking.
(2) Glassperler (GB; diameter: 0,17 mm) )
Det ble anvendt et kommersielt produkt.
(3) GB.BSA:
GB ble neddyppet i PBS inneholdende okseserumalbumin
i en mengde av 20 mg pr. ml av PBS. GB ble sd vasket 2-3 ganger
med destillert vann, og ble deretter tgrket.
(4) Polyesterfiber:
Det ble anvendt et kommersielt produkt.
(5) 125I-c—fetoprotein-mikset GB.BSA (i det f¢lgende for-
kortet - "RI-AFP-mikset GB.BSA"):
‘ Til det radioaktive jodiserte AFP(leI) l¢sning
(0,9 uCi/bial) som var inkludert i et kommersielt AFP-milesett
(produkt fra Daiichi Radioisotope Co., Ltd.), ble 1,0 g av
GB.BSA tilsatt. Den resulterende blanding ble omrgrt jevnt og
ble deretter t¢grret over fosforpentoksyd.
(6) Anti-AFP-GB:
Til 5 g av GB ble det tilsatt 3 ml poly-L-lysin (l%).
Etter at den resulterende blanding hadde fatt henstd ved romtem-
peratur ble den vasket med destillert vann. Glutaraldehyd ble
satt til det overflatebehandlede GB, og den resulterende bland-
ing ble hensatt. Deretter ble den pA samme mite vasket med de-
stillert vann. S& ble 5 mg av anti-AFP-antistoff satt til det
sdledes tverrbundne GB. Etter at de var tillatt & reagere ved
romtemperatur i 2 timer, ble reaksjonsproduktet tg¢rret for frem-
- stilling av anti-AFP-GB.
(7) PBS

[2] Fremstilling av kapillarrgr for malinger:

Fra den nedre ende av hvert av de albumindekkede glass-
kapillarr¢gr ble det laget fem merker med mellomrom 3,5 mm.
Polyesterfibrene (m-1) ble pakket fgrst. Denne nedre ende ble
88 koblet til en vakuumpumpe for & etablere et negativt trykk i
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kapillarrgret. GB.BSA (m-2) ble sd suget opp og pakket langs
de neste 3,5 mm. Likeledes ble det RI-AFP-miksede GB.BSA
(m-3), GB.BSA (m-4) og anti-AFP-GB (m~-5) pakket suksessivt,
3,5 mm hver. GB.BSA (m-6) ble deretter pakket i det gjenvaren-
de rom i kapillarrgret til et punkt 5 mm nedover fra gvre ende
av kapillarr¢ret, og sd ble polyesterfibrene (m-7) pakket langs
de gjehverende 5 hm.
{Figur 13)
[3) MAling av a-fetoprotein i serum:

Fem kapillarrgr ble tilveiebrakt for mdlinger. Fire av
de fem kapillarrgr ble dyppet respektive i serumprgver med kjen-
te AFP-konsentrasjoner pd henholdsvis 0, 3,125, 25 og 50 ug/ml.
Det gjenvarende kapillarr¢r ble dyppet i en serumprgve. Serum-
pPrgvene ble respektive suget opp til sonene (m-3) i figur 13.
Mengden av hver av de siledes oppsugede serumprgver var 5 ul.
Deretter ble de nedre ender av képillarrwrene dyppet i PBS for
oppsuging til de gvre ender av kapillarrgrene. Oppsugingen
tok 10 minutter.

Etter mdling av kapillarrgrene ved hjelp av en gamma-teller
mens de ble holdt med sine nedre ender ned, ble de seksjoner
av kapillarr¢grene som inneholdt den immobiliserte substans (m-5)
kuttet vekk og ble midlt av gamma-telleren pa samme mate.

[4] Resultater:

‘Gammastriletellinger {cpm)
i kapillarrg¢r

Konsentrasjon Malt fer MAlt etter
ug/ml avkutting avkutting
AFP O ' 1226 1211
3,125 1219 1181
25 ' 1076 1071
50 714 723
Prgve : . 768 725

Av ovenstdende resultater ble det observert at intensi-
teten til den immobiliserte radioaktivitet avtok etter hvert
som AFP-konsentrasjonen gkte. Det var ogsd mulig &»m&le_AFP-
konéentrasjonen til pr¢ven, og den var 55-60 pg/ml. ’
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Eksempel 15:
{1] Materialer:
(1) Albumin-belagte glass-kapillarrgr:

PBS-holdig okseserumalbumin i en mengde av 20 mg
pr. ml av PBS ble ledet gjennom glass-kapillarrg¢r med diameter
1l mm og lengde 100 mm. Glass-kapillarrgrene ble aspirert for
fjerning av eventuell gjenvarende vaske, fulgt av luftte¢rking.

(2) Glassperler (GB; diameter: 0,17 mm):

Det ble :anvendt et kommersielt produkt.

(3) .GB.BSA:

GB ble neddyppet i PBS inneholdende okseserumalbumin
i en mengde av 20 mg pr. ml av PBS. GB ble sa vasket 2-3 gan-
ger med destillert vann og ble deretter tgrket.

. (4) Polyesterfiber:

Det ble anvendt et kommersielt produkt.

(5) 125I-anti-—a-fetoprotein—antistoff-mikset GB.BSA
(i det fglgende forkortet "RI-anti-AFP-mikset GB.BSA"):

Til det radioaktive jodiserte o-fetoprotein-anti-
stoff (12%1) (lyofilisert produkt: 0,9 uCi/bial) som var inklu-
dert i et kommersielt AFP-mdlesett (produkt fra Daiichi Radio-
isotope Co., Ltd.)}, ble det tilsatt 1,0 g av GB.BSA. Den re-
" sulterende blandiﬁg ble omrgrt jevnt.

(6) Anti-AFP-GB:

3 ml poly-L-lysin (1 %) ble satt til 5 g av GB.
Etter at den resulterende blanding hadde f&tt henstd ved rom-
temperatur ble den vasket med destillert vann. Glutaraldehyd
ble s& satt til det resulterende overflatebehandlede GB. Den
siledes fremstilte blanding fikk henst3. S3 ble den vasket
med destillert vann. Deretter ble 5 mg av anti-AFP-antistoff
satt til det sdledes tverrbundne GB. Etter at de hadde fatt
reagere med hverandre ved romtemperatur i 2 timer ble reaksjons-
produktet tgrret for fremstilling av anti~AFP-GB. ~

(7) PBS

[2] Fremstilling av kapillarr¢r for malinger:

Det ble laget fem merker pd hvert av de albumindekkede
glasskapillarrgr, med eh avstand p& 3,5 mm fra nedre ende 'av
kapillarrgrene. Pblyesterfiberen {n-1) ble pakket ferst. ‘Ned-
re ende ble koblet til en vakuumpumpe‘élik at det ble produsert
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et negativt trykk i kapillarrgret. GB.BSA (n-2) ble sd suget
opp og pakket langs de neste 3,5 mm. P& samme midte ble det
RI-anti-AFP-miksede GB.BSA (n-3), GB.BSA (n-4) og anti-AFP-GB
(n-5) pakket suksessivt, 3,5 mm. GB.BSA (n-6) ble s3 pakket

i det gjenvarende rom i kapillarrgret til et punkt 5 mm ned-
over fra gvre ende av kapillarrgret. Endelig ble polyesterfib-
rene (n-7) ogsd pakket langs de gjenvarende 5 mnm.

(Figur 14)

[3] Maling av a-fetoprotein i serum:

7 kapillarrgr ble tilveiebrakt for milinger. De nedre
ender av 6 av de 7 kapillarr¢r ble dyppet respektive i AFP-
pre¢ver med kjente konsentrasjoner pd O, 3, 10, 100, 500 og
5000 ng/ml. Det gjenvarende ene kapillarrgr ble dyppet i en
serumprgve. Serumprgvene ble hver suget opp til sone (n-4).
Mengden av hver av de sdledes oppsugede serumpr¢ver var ca.

5 pl. Deretter ble de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i
PBS slik at PBS ble suget opp til punkter nar de @¢vre ender av
kapillarrgrene. Dette tok 10 minutter.

Etter mdling av kapillarrgrene ved hjelp av en gamma-tel-
ler mens de ble holdt med sine nedre ender ned, ble de seksjon-~
er av kapillarrgrene som inneholdt den immobiliserte substans
(n-5) kuttet av og mdlt med gamma-telleren pd samme mate.

[4] Resultater:

Gammastrd3letellinger (cpm)
i kapillarre¢r '

Konsentrasjon » Malt fgr M3alt etter
ng/ml avkutting avkutting
AFP 0 564 110
3 585 112
10 628. 138
100 776 154
500 841 191
5000 : 856 585

Prgve 727 149

Av ovenstdende resultater ble det observert at intensitet-
en av den immobiliserte radiocaktivitet gket etter hvert som
AFP-konsentrasjonen gket. Det var ogsi mulig & midle AFP-
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konsentrasjonen i pre¢ven, og den var 50 - 100 ng/ml.

Eksempel 16:
[1] Materialer;
(1) Albumin-belagte glass-kapillarrgr:

0,01-M fosfatpufret saltlgsning (pH 7,2) inneholdende
okseserumalbumin i en mengde av 20 mg pr. ml av saltlgsningen
ble ledet gjennom glass-kapillarrgr med diameter 1 mm og lengde
100 mm. Glass-kapillarrgrene ble s& aspirert for fjerning av
eventuell gjenvarende vaske, fulgt av lufttegrking.

(2) Glassperler (diameter: 0,17 mm; i det fglgende for-
kortet “GB"):T"° ,

Det ble anvendt et kommersielt produkt.

(3) Albumin-belagt GB (i det fglgende forkortet
"GB.BSA"):

GB ble neddyppet i PBS som inneholdt okseserumalbumin
i en mengde av 20 mg pr. ml av PBS. GB ble vasket 2-3 ganger
med destillert vann og ble deretter tgrket.

(4) Polyesterfiber:
Det ble anvendt et kommersielt produkt.
(5) 125
"RI-AFP"):

pet radioaktive jodiserte o-~fetoprotein (1251) 0,9 uCi/
bial) som ble inkludert i et kommersielt a-fetoprotein (i det
fglgende forkortet "AFP") mdlesett (produkt fra Daiichi Radio-
isotope Co., Ltd.) ble anvendt slik det var.

{(6) Anti-AFP-antistoff-fiksert GB (i det fg¢lgende forkor-
tet "anti-AFP-GB"):

3 ml poly-L-lysin (1%) ble satt til 5 g av GB.

Etter at den resulterende blanding hadde fatt hensti ved rom-
temperatur ble den vasket med destillert vann. Glutaraldehyd
ble deretter satt til det overflatebehandlede GB. Etter at
den resulterende blanding hadde fatt hvile, ble den p& samme
mite vasket med destillert vann. Deretter ble 5 mg anti-AFP-
antistoff satt til det s8ledes tverrbundne GB. Etter at disse
hadde fi&tt reagere ved romtemperatur i 2 timer ble reaksjons-
produktet tgrket for fremstilling av anti-AFP-GB.

' (7) PpBS

~I-a~-fetoprotein-reagens (i det fglgende forkortet
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(2] Fremstilling av kapillarrgr for maling:

Fra nedre ende av hvert av de albumin-dekkede glass-
kapillarr¢gr ble det satt 5 merker med avstand 3,5 mm. Poly-
esterfibrene (o-1) ble fgrst pakket. Nedre ende av kapillar-
rgret ble koblet til en vakuumpumpe slik at det ble produsert
et negativt trykk i kapillarrgret. Deretter ble GB.BSA (o0-2)
suget opp og pakket langs de neste 10,5 mm. P& samme mate ble
anti-AFP-GB (o~-3) pakket langs de neste 3,5 mm. S3& ble GB.BSA
(o~4) pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret til et punkt
5 mm nedover fra ¢vre ende derav, og til slutt ble polyester-
fibrene (0-5) ogs& pakket langs de gjenvarende 5 mm. S& ble
et annet merke satt ved et punkt 3,5 mm oppover fra nedre ende.

(Figur 15)
{3) M&ling av a-fetoprotein i serum:

7 kapillarrgr ble tilveiebrakt for milinger. De nedre
ender av 6 av de 7 kapillarr¢r ble dyppet respektive i serum-
prgver med kjente AFP-konsentrasjoner pd O, 30, 300 ng/ml og
1, 25 og 50 ug/ml. Det gjenvaerende ene kapillarrgr ble dyppet
i en serumprgve. Disse serumprg¢gver ble suget opp respektive
til sonene (o-3) i figur 15. Mengden av hver av de slledes opp-
. sugede serumprgver var 5 ul. Deretter ble de nedre ender av
kapillarrgrene dyppet i RI-AFP slik at RI-AFP ble oppsuget.
‘Mengden av hvert av de s3ledes oppsugede RI-AFP var ogsd 5 ul.
Deretter ble de nedre ender av kapillarrsrene dyppet i PBS
_slik at PBS ble suget opp til de gvre ender av kapillarrgrene.
Oppsugingen tok 15 minutter.

Etter maling av kapillarre¢rene ved hjelp av en gamma-teller
mens de ble holdt med sine nedre ender ned, ble de seksjoner
av kapillarrgrene som inneholdt den immobiliserte substans (o-5)
kuttet av og ble midlt med gamma-telleren p& samme mite.
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(4) Resultater:

Gammastrdletellinger (cpm)
i kapillarrgr

Konsentrasjon Ma&lt fo¢r Malt etter-
pr. ml avkutting avkutting
AFP 0 ng ’ 947 864
30 943 830
300 890 755
1 ug . 740 664
25 ‘ 301 173
50 247 109
Progve ‘ 608 510

Av de ovenstdende resultater ble det observert at inten-
siteten til den immobiliserte radioakﬁivitet avtok etter hvert
som AFP-konsentrasjonen gket. Det var ogsd mulig & mdle AFP-
konsentrasjonen til prgven, og den var 2,5 - 3 ug/ml.

Eksempel 17:
(1] Materialer:
(1) Albumin~dekkede glass-~kapillarrer:

PBS inneholdende okseserumalbumin i en mengde av 20 mg
pr. ml av PBS ble ledet gjennom glasskapillarrgr med diameter
1 mm og lengde 100 mm. Glass-kapillarrgrene ble deretter aspi-
rert for fjerning av eventuell gjenvarende vaske, fulgt av
luftterking. ‘ '

(2) GB (diameter: 0,17 mm)
Det ble anvendt et kommersielt produkt.
(3) GB.BSA

GB ble dyppet i PBS som inneholdt okseserumalbumin i
en mengde av 20 mg pr. ml av PBS. GB ble vasket 2-3 ganger
med destillert vann og s tgrket.

(4) Polyesterfiber:

Det ble anvendt et kommersielt produkt.

(5) 12SI-c—fetoprotein—antistoffreagens (i det fglgende
forkortet "RI-anti-AFP"):

Det radioaktive jodiserte a-fetoprotein-antistoff
(1251) (1yofilisert produkt; 0,9 uCi/bial) som var inkludert
i et kommersielt a-fetoprotein-milesett (produkt fra Daiichi
Radioisotope Co., Ltd.) ble tilveiebrakt, til hvilket var
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satt 500 pl destillert vann for opplgsning av fgrstnevnte pa
ensartet mate.

(6) Anti-AFP-GB:

3 ml poly-L-lysin (1 %) ble satt til 5 g av GB.

Etter at den resulterende blanding hadde fatt henst& ved rom-
temperatur ble den vasket med destillert vann. Glutaraldehyd
ble s& satt til det overflatebehandlede GB. Etter atnden re-
sulterende blanding hadde f&tt henstd, ble den pd simme mite
vasket med destillert vann. Deretter ble 5 mg anti-AFP-anti-
stoff tilsatt til det sldledes tverrbundne GB. Etter at de had-
de fdtt reagere ved romtemperatur i 2 timer, ble reaksjonspro-
duktet t¢grket for fremstilling av anti-AFP-GB.

(7) PBS

{2) Fremstilling av kapillarrgr for mdling:

Fra den nedre ende av hvert av de albumin-~dekkede glass-
kapillarrgr ble det satt 5 merker med avstand 3,5 mm. Poly-
esterfibrene (p-1) ble f¢grst pakket. Nedre ende av kapillar-
rgret ble koblet til en vakuumpumpe slik at det ble produsert
et negativt trykk i kapillarrgret. Deretter ble GB.BSA (p-2)
oppsuget og pakket langs de neste 10,5 mm. P& samme mdte ble
anti-AFP-GB (p-3) pakket langs de neste 3,5 mm. S3 ble GB.BSA
(p-4) pakket i det gjenvarende rom i kapillarrgret til et punkt
S mm nedover fra ¢gvre ende av kapillarrgret, og til slutt ble
polyesterfibrene (p-5) ogsd pakket langs de gjenvarende 5 mm.
(Figur 16)

(3] Maling av a-fetoprotein i serum: '

7 kapillarrgr ble tilveiebrakt for m&linger. De nedre
ender av 6 av de 7 kapillarr¢r ble dyppet respektive i vaske-
blandinger av 5 ul porsjoner av serumprgver som hadde kjente
AFP-konsentrasjoner p& O, 3, 10, 30, 100 og 300 ng/ml og 5 ul
porsjoner av RI-AFP. Det gjenvarende ene kapillarrgr ble dyp-
pet i en vaskeblanding som var oppnddd ved & blande 5 ul av
en serumprg¢gve og 5 ul av RI-AFP. Disse blandinger ble suget
opp til kapillarrgrene. Oppsugingen tok 30 sekunder. S& ble
de nedre ender av kapillarrgrene dyppet i PBS for oppsuging av
PBS til de ¢vre ender av kapillarrg¢grene. Oppsugingen tok 10
minutter.

Etter mdling av kapillarrgrene ved hjelp av en gamma-tel-

ler mens de ble holdt med sine nedre ender ned, ble de
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seksjoner av kapillarrgrene som inneholdt den immobiliserte
substans (p-3) kuttet av og ble mdlit med gamma-telleren pa
samme mite.

(4) Resultater:

Gamma-striletellinger (cpm)
_i kapillarrgxr

Konsentrasjon Malt for Malt etter
ng/ml avkutting avkutting
AFP 0 773 62
3 850 63
10 1179 109
30 1235 - 241
100 1255 397
300 2136 870
Pregve 1335 330

Av de ovenstdende resultater ble det observert at inten-
siteten av den immobiliserte radioaktivitet gket etter hvert
som AFP-konsentrasjonen gket. Det var ogsd mulig & mile AFP-
konsentrasjonen til prgven, og den var ca. 50 ng/ml.
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Patentkrayv

Immunoanalysemetode for pavisning eller kvantitativ maling
av en komponent av en preve ved en immunreaksjon som bestdr av:
i) pakking av minst de folgende to faste matrikser i ett

kapillarrer:

(a) en immobilisert bazrer med et merket immunreaktiv

reagens festet til seg, og

(b) en immobilisert bzrer med en merket, for ikke-omsatt
reagens opptagende substans, festet til segq,

karakterisert ved
ii) trekking av en lesning av preven inn i kapillarreret for a

utfere immunreaksjonen og la reaksjonsblandingen vandre
automatisk ved kapillarvirkning,
iii) immobilisering av det felgende produkt eller reagens:

(c) et immunreaksjonsprodukt mellom det merkede
immunreaktive reagens og komponenten i preven, og
eventuelt

(d) det ikke-omsatte, merkede immunreaktive reagens med
den immobiliserte, merkede, opptagende substans, og

iv) maling av mengden av den siledes immobiliserte merkede

substans.
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