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En fremgangsmade til fastfaseimmunobestemmelse uden adskillelse
4f en analyt indbefatter, at en anti-analyt bundet til over-
fladen af en fast berer bringes i kontakt med analytten, et
lysabsorberende materiale og et fluorescerende sporstof for
analytten. Den fremkomne blanding inkuberes. Metoden indbe-
fatter tilfersel af stimuleringslys til blandingen og tids-
oplest maling af fluorescensemission fra sporstoffet. Al stimu~
leringslys og fluorescenscmission absorberes af det lysabsorbe-
rende matcriale med undtagelse af det, der absorberes og emit-
teres af sporstoffet bundet til anti-analytten, hvorved den
eneste pdviste fluorescensemission er fra det hundne sporstof.,
pa frit sporstof i den flydende fase i bestermmelsesmediet

ikke emitterer fluorescens, er adskillelse af den bundne og

den frie fraktion unedverdig. Opfindelsen indbefatter et udstyr
af materialer, der er nyttigt til udferelse af en 1mmunobestem-

melse v..d fremgangsmiden ifelge or.findelsen.

fortsattes
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til bestem-

melse af en ukendt mzngde analyt i en vaske.

Forskellige bestemmelsessystemer, der er ba&de hurtige og felsom-
me, er blevet udviklet for at bestemme koncentrationen af

et stof i en vaeske. Immunbestemmelser afhanger af bindingen

af et antigen eller hapten til et specifikt antistof og har
veret szrligt nyttige, fordi de giver en hej grad af specifici-
tet og felsomhed. Disse bestemmelser anvender i almindelighed
et af de ovennavnte reagenser i mazrket form, idet det markede
reagens ofte omtales som sporstoffet. Immunbestemmel sesmetoder
kan udferes i oplesning eller pd en fast bzrer og kan vare
enten heterogene eller homogene. Heterogene bestemmelser Kraver
en adskillelse af bundet sporstof fra frit (ubundet) sporstof.
Homogene bestem: :lser kraver ikke et adskillelsestrin og giver
derfor en betydelig fordel med hensyn til hastighed, bekvem-
melighed og let automatisering sammenlignet med heterogene

bestemmelser.

Radioimmbestemmelser (RIA), der anvender radioisotoper som merker,
giver en hej grad af felsomhed og reproducerbarhed og er egnede
til automatisering til hurtig behandling af et stort antal
prever. Alle RIA-metoder kraver imidlertid et adskillelsestrin,
fordi den mdlte parameter (kernehenfald) ikke kan kontrolleres
ved =ndring af milebetingelser eller komponenter. Desuden

er isotéper dyre, har forholdsvis kort holdbarhed, kraver

dyrt og indviklet udstyr, og omfattende sikkerhedsforanstaltnin-

ger til deres handtering og bortskaffelse ma felges.

Enéymer er ogsd blevet anvendt som mezrker til immunbestemmelse.
Enzymimmunbestemmelse (EIA) kan vare homogen og krever ikke
forsigtighedsforanstaltninger mod radioaktivitet. Konjugation
af et enzym med et protein er i reglen simpel, og det fremkomne

protein-enzymkonjugat er 1 almindelighed stabilt. EIA afhanger
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imidlertid af reaktionen af enzymkonjugatet med et substrat
til frembringelse af en farve, som m&les og krazver derfor

det yderligere trin at tilvejebringe et enzymsubstrat. Desuden
ma man lade hengi tilstrakkelig tid til farveudvikling, og
der md& haves et dyrt spektrofotometer til mdling af farve-
endringen.

Nogle af de ovennavnte ulemper, der stdr i forbindelse med

RIA eller EIA, er blevet overvundet ved anvendelse af fluoro-
chromer som mzrker ved immunbestemmelse. Fluoroimmunbestemmelse
(FIA) giver direkte pavisning af mmrket og kan let tilpasses
til homogene mélingsmetoder. Kendte homogene FIA-metoder,

der anvender organiske fluorochromer, sdsom fluorescein eller
rhodaminderivater, har imidlertid ikke opnéet samme heije fol-
somhed som RIA eller EIA stort set pd grund af lysspredning
med urenheder suspenderet i bestemmelsesmediet og af baggrunds-
fluorescensemission fra andre fluorescerende materialer, der
findes i bestemmelsesmediet. Spredning er sarlig besvarlig

med fluorochromer, der har en kort (50 nm eller mindre) Stoke's
forskydning (forskellen mellem bzlgelangden af absorptionen

og emissionen). F.eks. er Stoke's forskydningen af fluorescein-
isothiocyanat kun 20-30 nm. Baggrundsfluorescens er sarlig
besvaerlig, ndr bestemmelsesmediet er serum. Fzlsomheden af

en bestemmelse i serum kan blive reduceret op til 100 gange
sammenlignet med en identisk bestemmelse i puffer.

Udviklingen af tidsoplest fluorimmunbestemmelse (TR-FIA) har
bidraget til at overvinde disse problemer. Ved denne fremgangs-
made bliver et fluorochrommzrke med forholdsvis lang henfalds-
tid for fluorescensemissionen ansliet med en lyspulsering,

og fluorescensemissionen fra market males efter en forud valgt
forsinkelse. Baggrundsemission med kort henfaldstid (i almin-
delighed mindre end 10 ns) opherer i det vesentlige under
forsinkelsen og generer derfor ikke madling af den Specifikke
emission fra mzrket. TR-FIA er mest effektiv, nar det fluoresce-
rende merke har en henfaldstid pa 100 til 1000 ns og en lang

Stoke's forskydning (100 nm eller mere).
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En klasse merker, der tilfredsstiller kravene til TR-FIA er
lanthanidchelaterne. Lanthanidioner, isear ioner af europium

og terbium danner meget fluorescerende chelater med lang Stoke's
forskydning (op til 250 nm) med organiske ligander, iser med
g-diketoner. Liganddelen af chelatet absorberer stimuleringslys
og overferer den absorberede energi til den chelaterede metal-
ion. Metalionen udsender energien som fluorescens med szrlig
lang henfaldstid (1 ms). En diskussion af brugen af lanthanid-
chelater i TR-FIA er anfert i Analytical Biochemistry, 137

335 (1984).

US-patent nr. 4.058.732 beskriver en fremgangsmidde og et apparat
til brug af lanthanidchelater og tidsoplesning til analytisk

fluorescerende spektroskopi.

US-patent nr. 4.283.382 beskriver en forbedring af TR-FIA,
ved hvilken et lanthanidchelatmerke inkorporeres i et polymert

perlegitter for at eliminere vandinduceret udslukning af merkets

fluorescensemission.

US-patent nr. 4.374.120 beskriver foreget stabilitet af lantha-
nidchelater opndet med et l:1l:1 chelat af lanthanid, B-diketon
og en aminopolycarboxylsyreanalog, der har en funktionel gruppe,

der er nyttig til binding af chelatet til et protein.

Europzisk patentansegning EP 0.064.484-A2 beskriver en TR-FIA-
fremgangsméde, ved hvilken stoffet, der skal bestemmes, kobles
£i1 et lanthanid med en aminocarboxylsyreanalog, ©og lanthanidet
efter inkubation spaltes fra stoffet, der skal bestemmes og

chelateres til en B-diketon fer pdvisning.

De ovennavnte fremgangsmidder har forbedret FIA, men der er
stadig et behov for en FIA med hej felsomhed, der kan udferes
hurtigt uden at krzve en adskillelse af bundne og frie frak-

tioner.
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En side af den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmide
til fastfaseimmunbestemmelse af en analyt uden adskillelse

af bundne og frie fraktioner. En anti-analyt bundet til over-
fladen af en fast bazrer, bringes i kontakt med en vaeske inde-
holdende analytten, et lysabsorberende materiale og et spor-
stof for analytten, som har et bundet merke, der absorberer
og udsender lys. Efter inkubation af bestemmelsesblandingen
tilfejes stimuleringslys, og lysemission mdles ved tidsoples-
ning. Sterrelsen af lysemissionen sammenlignes med storrelsen
af lysemission mdlt, ndr en eller flere kendte mengder analyt

mdles under i det vasentlige identiske betingelser.

I en foretrukken udferelsesform for fremgangsmdden ifglge
opfindelsen er mzrket et fluorescerende farvestof med forholds-
vis lang henfaldstid, og det lysabsorberende materiale er

en UV-absorberende forbindelse, der har et absorptionsband,

som overlapper sporstoffets absorptionsband.

I en sarlig foretrukket udferelsesform for fremgangsmaden
ifelge opfindelsen er analytten en serumpreve, det lysabsorbe-
rende materiale er en arylaminonaphtalinsulfonsyre, sporstoffet
er et lanthanidchelat inkorporeret i en polymer partikel bundet
til analytten, og sporstoffet Og analytten konkurrerer om

et utilstrzkkeligt antal anti-analytbindingssteder.

I en anden udferelsesform for fremgangsmaden ifeglge opfindelsen
bindes i hovedsagen al analytten til bade anti-analytten og
sporstoffet ved en sandwichbestemmelse.

Ifelge fremgangsmaden ifelge opfindelsen udferes en fastfase
TR-FIA, som ikke krazver en adskillelse af bundne og ubundne
fraktioner, hvorved der opnds driftsmessig enkelhed, hastighed

og bekvemmelighed af homogene bestemmelser. Mesrket pavises
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direkte uden et yderligere substrat eller inkubationsperiode
til udvikling af et paviseligt materiale. Fremgangsmaden ifelge
opfindelsen giver en meget felsom homogen bestemmelse, der

i det vasentlige er fri for generende emission fra andre fluores-
cerende materialer, hvorved en analyt, der findes i meget

lav koncentration kan bestemmes ngjagtigt. Fordi fremgangsmaden

er ekceptionelt let at udfere, er den velegnet til automatise-

ring.
Opfindelsen er nermere anskueliggjort pa tegningen, hvor

fig. 1 viser et glas og andre komponenter til brug i en kompe-
titiv immunbestemmelse i overensstemmelse med fremgangsmaden

ifelge opfindelsen,

fig. 2 er en standardkurve af en bestemmelse for digoxin i

overensstemmelse med fremgangsmaden ifelge opfindelsen, og

fig. 3 er en standardkurve af en bestemmelse for humant chorio-
nisk ganadotropin (HGC) i overensstemmelse med fremgangsmaden

ifelge opfindelsen.

Opfindelsen tilfredstilles af mange forskellige udferelsesformer
men vil her blive beskrevet detaljeret i forbindelse med fore-
trukne udferelsesformer med den forstdelse, at beskrivelsen
kun skal betragtes som eksempler p&d opfindelsens principper
og ikke skal begrznse opfindelsen til de illustrerede udferel-
sesformer. Opfindelsens omfang mdles af kravene og deres @kvi-

valenter.

I overensstemmelse med fremgangsmaden ifelge opfindelsen kan
koncentrationen af et stof, der findes i en vaske, bestem-
mes ved hijzlp af en immunologisk reaktion. Stoffet, der i
det felgende omtales som analytten, kan vere et antigen, et
hapten eller et antistof og kan findes i enhver egnet vaske.

F.eks. kan vasken vare en puffer, saltvand eller en legems-
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vaske, sdsom serum eller urin. I nogle tilfzlde kan analytten
isoleres fra en legemsvaske og derpd indferes i en anden vaske,

sdsom en puffer med henblik pd bestemmelse.

Ved udtrykket "immunologisk reaktion", som anvendt i den fore-~
liggende beskrivelse, menes en specifik bindingsreaktion af

et antigen og et antistof, en hapten og et antistof eller
enhver passende analog af et antigen, et antistof eller en

hapten, som ogsd bindes specifikt.

Den immunologiske reaktion i fremgangsmiden ifelge opfindelsen
udfores pa overfladen af en fast bzrer. Som det er velkendt,

kan den faste bmrer vare enhver bzrer, der ikke generer bestem-—
melsen. Eksempler pd faste bzrere, der kan anvendes, er glas

0g polymere materialer, sdsom polyethylen, polystyren og lignen-
de. Disse bzrere kan fremstilles i enhver egnet form, sasom
plader, fordybninger eller fortrinsvis ror eller glas. I den
mest foretrukne udferelsesform ifslge opfindelsen udfores

den immunologiske reaktion pa inde{siderne og bunden af et

glas, fortrinsvis et plastglas, hvis ene ende er lukket.

En anti-analyt bindes til overfladen af den faste barer. Anti-
analytten kan vere et antigen eller et antistof, som reagerer
specifikt med analytten, eller den kan vere en passende analog
deraf, som reagerer specifikt med analytten. Binding af anti-
analytten til den faste bazrer kan udferes ved enhver sadvanlig
fremgangsmade, som f.eks. absorption eller kovalent binding.
Disse fremgangsméder er velkendte, og narmere detaljer i sa
henseende anses for unedvendige for en fuldstezndig forstédelse
af opfindelsen.

Mzngden af anti-analyt, der skal bindes til den faste barer,
afhznger af den type bestemmelse, som skal udferes. Ved en
kompetitiv immunbestemmelse, som vil blive beskrevet forst,
bliver en begraznset mezngde anti-analyt bundet, hvorved util-
strzkkelige bindingssteder star til radighed, og analytten
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og et sporstof for analytten beskrevet nedenfor konkurrerer
om de tilgezngelige steder. Ved en sandwichbestemmelse, som
derefter vil blive beskrevet, bliver overskud af anti-analyt

pundet, hvorved i hovedsagen al analyt er bundet til anti-

analytten.

Ved en kompetitiv bestemmelse ved fremgangsmaden ifelge opfin-
delsen bliver anti-analytten, som er bundet til den faste
barer, bragt i kontakt med en ukendt mengde analyt i en vaske,
og bestemmelsesmediet inkuberes, som beskrevet nedenfor, for

at inducere en immunologisk reaktion mellem analytten og anti-
analytten. Et sporstof for analytten tilsattes sd og en felgen-
de inkubation udferes, séledes at bestemmelsesmediet indeholder
fri analyt, frit sporstof, bundet analyt og bundet sporstof.
Alternativt og fortrinsvis tilszttes analytten og sporstoffet
samtidig, og der udferes en enkelt inkubation. Analyt og spor-
stof bundet til anti-analytten p&d den faste berer, omtales
herefter som den bundne fraktion, og analyt og sporstof, som
ikke er bundet til anti-analyten, omtales i det felgende som

den frie fraktion.

Sporstoffet giver et middel til at folge forlebet af den immuno-
logiske reaktion og bestar ved en kompetitiv bestemmelse for-
trinsvis af en kendt mengde af analytten eller en passende
analog heraf koblet til et merke. Mzrket kan vare ethvert

stof, som absorberer 0Og udsender lys, og som kan vare koblet

til analytten. Det foretrukne merke udsender lys med lang
henfaldstid, mest foretrukket fluorescensemission med lang
henfald, som muligger pavisning af det bundne sporstof uden
nogen vasentlig genering fra andre lysudsendende materialer

i bestemmelsessystemet. De mest foretrukne marker absorberer
stimuleringslys med belgelangde ca. 280-375 nm, udsender fluores-
cens med bglgelzngde ca. 580-630 nm og har en Stoke's forskyd-
ning fra ca. 200-250 nm. Henfaldstiden af fluorescensemissionen

af de mest foretrukne mmrker er fra ca. 0,5 til 1,0 ms.
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Flourescerende mzrker med lang henfaldstid, der er nyttige

til fremgangsmdden ifglge opfindelsen, er pyrenderivater og
fortrinsvis lanthanidchelaterne. Den sidstnavnte klasse merker
bestdr af en lanthanidion, sdsom en ion af europium eller
terbium chelateret med en organisk ligand, som f.eks. en B-
diketon. Eksempler pd B-diketoner, der kan anvendes, er benzoyl-
acetone, dibenzoylmethan, thenoyltrifluoracetone, benzoyl-
trifluoracetone, naphthoyltrifluoracetone, acetylacetone,
trifluoracetylacetone, hexafluoracetylacetone og lignende.
Chelatering af B-diketonen med lanthanidionen udferes rutine-
messigt ved at inkubere reagenserne i passende tid. Den mzngde
lanthanidchelat, der skal anvendes til fremstilling af spor-
stoffet, afhenger af den type bestemmelse, der skal udfgres

og mzngden af analyt i vasken og er velkendt for fagfolk.

Lanthanidchelatmarket kan kobles direkte til analytten pa
sedvanlig mdde til fremstilling af sporstoffet. Alternativt

og fortrinsvis inkorporeres mzrket i1 en partikel, og partik-

len bindes til analytten til dannelse af sporstoffet. Partiklen
kan vere en polymerpartikel, sdsom en perle. Enhver polymer

kan anvendes, der er i stand til at inkorporere mzrket og

binde til analytten. De foretrukne polymerer er i det vasentlige
transparente for bade stimuleringslyset og fluorescensemissionen
og indgar ikke i noget vasentligt antal uspecifikke overflade-
reaktioner med andre proteiner end analytten, som f.eks. andre
proteiner i1 serum. En sarlig foretrukket polymer til inkorpore-
ring af mm=rket er et polyacrylat,.som f.eks. polymethylmethacry-
lat.

Mzrket inkorpores i partiklen pd sazdvanlige mdder. F.eks.

kan en polymer partikel indeholdende mzrket fremstilles ved
emulsionspolymerisation af en monomer i en oplesning indeholden-
de mz=rket. Ligeledes bindes partiklen til analytten pad szdvan-
lig made, fortrinsvis ved kovalent kobling af passende funktio-
nelle grupper pé& analytten og pa overfladen af partiklen.

De sadvanlige metoder til inkorporering af merket i partiklen
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og binding af partiklen til analytten er velkendte Og anses
for at ligge inden for en fagmands kunne og nzrmere enkeltheder
med hensyn til disse dele af fremgangsmaden er unedvendige

for en fuldstendig forstdelse af opfindelsen.

Bestemmelsesmediet indeholdende den badrne anti-analyt, vasken
indeholdende analytten og sporstoffet kan inkuberes ved enhver
temperatur og enhver tidsperiode, der er egnet til at lette
den immunologiske reaktion og derved give de fernavnte bundne
og frie fraktioner. Inkubationen kan udferes ved en temperatur
fra ca. 0 til 50 C, fortrinsvis fra ca. 30 til 40 e og kan,

men behever ikke, resultere i ligevagt mellem disse fraktioner.

Et lysabsorberende materiale szttes til bestemmelsessystemet
enten for eller efter den immunologiske reaktion og det kan vere
ethvert materiale, som har et absorptionsbdnd, som overlapper
sporstoffets absorptionsband, og som ikke generer den immuno-
logiske reaktion. Egnede absorberende materialer eksempli-
ficeres af, men begrznses ikke til stilbener, benzoxazoler,
naphthalener og derivater deraf. En foretrukken gruppe er
arylaminonaphthalensulfonsyrerne, som f.eks. 2-(p-anisidinyl)
naphthalen-6-sulfonsyre eller l-anilinonaphthalen-8-sulfonsyre
(1,8-ANS). Koncentrationen af absorberende materiale 1 bestem-

melsesmediet kan vare fra ca. 1072 ¢i1 10-6M, fortrinsvis

=3 £i1 107 %M.

fra ca. 10
Bundet sporstof pavises ved at anvende stimuleringslys Og

méle lysemissionen fra market i nerverelse af det lysabsorberen-
de materiale. Stimuleringslyset har fortrinsvis en beglgeleangde

i absorptionsintervallet for det anvendte me=rke. Nar merket

er et lanthanidchelat har stimuleringslyset fortrinsvis en
belgelengde fra ca. 280 til 375 nm, mest foretrukket ca. 343

nm og er diskontinuerligt, dvs. lyspulseringer skifter med
perioder, hvor lyskilden er slukket. Lyspulseringerne kan

vere fra ca. 0,1 til 10 us, fortrinsvis ca. 3 us 1 varighed.
Perioderne, hvor lyskilden er slukket, kan vare fra ca. 0,1

til 2,0 ms, fortrinsvis ca. 0,9 ms.
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Lysemissionen mdles fortrinsvis ved tidskanalisering efter

en forsinkelse pa ca. 0,1 til 0,5 ms, fortrinsvis ca. 0,5 ms
fra afslutning af en pulsering. Belgelangden af lysemissionen
afhznger af det anvendte mzrke. Ndr market er et lanthanid-
chelat, er emissionsbglgele@ngden i almindelighed fra ca. 580
til 630 nm. Mest foretrukket mdles emissionen ved en belge-

lengde pa ca. 614 nm.

Maling af lysemission ved tidskanalisering i overensstemmel-

se med den foretrukne fremgangsmdde ifslge opfindelsen kan
udferes i et sadvanligt spektrofotometer, som f.eks. et Spex
L-111 fluorimeter (SPEX Industries, Inc., Edison, New Jersey)
udstyret med en fotondetektor med lukkemekanisme. Emission

kan males i enhver vinkel med strdlen af stimuleringslys.
Fortrinsvis mdles emission i en vinkel pd 2 til 20° fra strilen

af stimuleringslys.

Det lysabsorberende materiale i vaskefasen i bestemmelses-
systemet absorberer alt stimuleringslys og/eller emissionslys,
som gar igennem vaskefasen og forhindrer derved effektivt
pdvisning af emission fra frit sporstof. P& den anden side
absorberer bundet sporstof og udsender bagefter paviseligt

lys, som ikke har passeret gennem vaskefasen.

Fremgansmaden og komponenterne til opfindelsen er vist pa

fig. 1, hvori et bestemmelsessystem 10 indbefatter et fortrins-
vis polystyrenclas 13, der har en &ben ende 11 og en lukket
ende 12. Glasset 13 indeholder en bundet fraktion 15 og en
vaskefase 17. Den bundne fraktion 15 indbefatter anti-analyt

19 bundet til indersiderne af glasset 13 og bundet analyt

21 og bundet sporstof 23. Bundet sporstof 23 omfatter bundet
analyt 21, som har vedhangende polymer partikel 25 med inkor-
poreret fluorescerende farvestofmerke 27. Vaskefasen 17 ind-
befatter fri analyt 2la, frit sporstof 23a og lysabsorberende

materiale 29.
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Stimuleringslys, der er skematisk vist med linien 31, passerer
gennem glasset 13 og absorberes af materialet 29, eller det

kan passere gennem glasset og blive absorberet af bundet spor-
stof 23 eller frit sporstof 23a. Fluorescensemission fra bundet
sporstof 23 indbefatter emission 33a ind i vaskefasen 17,

hvor den absorberes af materialet 29 og emissionen 33b ud

ad gennem glasset 13 uden at passere gennem vaskefasen 17, hvor
den pavises med et fluorimeter 35. Emissionen 33c fra frit
sporstof 23a ind i veskefasen 17 absorberes af materialet

29.

Stimuleringslys reflekteret fra den faste bazrer generer ikke
maling af emission fra bundet sporstof, fordi emission males,
nar lyskilden er slukket. Baggrundslysemission med kort hen-
faldstid, der star i forbindelse med serum eller andre fluores-
cerende materialer i bestemmelsesmediet inklusive det, der star
i forbindelse med den faste bazrer selv, elimineres i det vesent-
lige ved tidsoplest maling af emission. Ved fremgangsmaden ifel-
ge opfindelsen er den eneste lysemission, der pavises, derfor

fra sporstof bundet til overfladen af den faste barer.

Ved en kompetitiv bestemmelse, som ovenfor beskrevet, er ster-
relsen af lysemissionen direkte proportional med mangden af
bundet sporstof og derfor omvendt proportional med mengden

af analyt, der findes i vasken. Koncentrationen af analytten

i vasken kan bestemmes ved at sammenligne sterrelsen af lys-
emission malt ved bestemmelse af analytten med emissionen,

der males efter bestemmelse af et interval af kendte mzngder

af analytten bestemt under i hovedsagen identiske betingelser.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen kan tilpasses til en fastfase
sandwichbestemmelse. Denne type bestemmelse er sarlig nyttig

til bestemmelse af en makromolekylzr analyt, som f.eks. et
protein. Enhver modifikation af fastfasesandwichbestemmelse

kan anvendes. F.eks. kan anti-analytten vare bundet til den
faste bzrer i tilstrakkelig mengde til at binde i det vasentlige

al analytten gennem en forste determinant pa analytten. Den
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bdrne anti-analyt kan inkuberes med analytten, det lysabsor-
berende materiale og et sporstof, hvori sporstoffet omfatter
en merket ligand, der er specifik for en anden determinant
pa analytten. Liganden kan vare et antigen, et antistof eller

et bundet kompleks af antigen og antistof.

Det foretrukne mzrke og lysabsorberende materiale og den fore-
trukne metode til stimulering og pdvisning af emission kan

vere, som beskrevet ovenfor, for den kompetitive bestemmelse.
Ved sandwichbestemmelsen i denne udferelsesform ifelge opfindel-
sen er koncentrationen af analytten, der findes i vasken imid-

lertid direkte proportional med stgrrelsen af lysemissionen.

Et reagensudstyr eller en pakke materialer kan anvendes
til udferelse af en bestemmelse af en analyt i
overensstemmelse med fremgangsmdden ifglge opfindelsen. Udstyret
kan indbefatte en fast bzrer, som har bundet dertil en anti-
analyt, der er specifik for analytten, et lysabsorberende
materiale og et sporstof for analytten, som har bundet dertil

et mzrke, der er i stand til at absorbere stimuleringslys

og udsende paviseligt lys. Udstyret kan ogsd indbefatte stan-
darder for analytten, som f.eks. en eller flere analytprever
med kendt koncentration, eller det kan indbefatte andre rea-
genser, sasom andre merkede eller umarkede specifikke antigener,
antistoffer eller komplekser deraf, der er nyttige til udforelse
af bestemmelsen. Komponenterne i udstyret kan leveres i sepa-
rate beholdere, som f.eks.'flasker, eller to eller flere af
komponenterne kan vare forenet i en enkelt beholder.

De felgende eksempler pa et modelsystem og en bestemmelse

for digoxin anferes for narmere at beskrive opfindelsen.
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EKSEMPEL 1

Polymethylmethacrylatperler pd ca. 150 nm indeholdende ca.

% naphthoyltrifluoracetone—europiumchelat (NTFA3Eu) blev
suspenderet i vand og sprejtet pd overfladen af polystyren-
kuvetter. Kuvetterne blev terret natten over ved omgivelsernes
temperatur, hvorved perlerne klzbede til overfladen og ikke
blev fjernet ved vask med vand. De sdledes belagte kuvetter
blev anvendt til at reprazsentere den bundne fraktion af en
TR-FIA, dvs. den faste bzrer med dertil bundet anti-analyt

og sporstof.

Fn vandig suspension af ca. 1l X 104 perler per ml blev sat til alle

kuvetter for at reprasentere vaskefasen i en TR-FIA indeholdende

frit sporstof.

vandige oplesninger af 1,8-ANS af de koncentrationer, der
er anfert i tabel I blev sat til kuvetterne. En kontrolkuvette

fik kun vand.

Under anvendelse af et SPEX L-111 fluorimeter udstyret med

en fotondetektor med lukkemekanisme, blev der tilfert stimule-
ringslys af 343 nm vinkelret pad kuvetterne. Fluorescensemis-
sionen ved 614 nm blev milt efter en forsinkelse pa 0,5 ms

i vinkler pa 11° og 90° med stimuleringslysstrdlen. Resultaterne
er anfert i tabel I og viser virkningen af 1,8-ANS-koncentra-

tionen pa fluorescensemissionen af de suspenderede perler.

TABEL T
Koncentration af 1,8-ANS Antal paviste fotoner
(mol per liter) 11° 90°
0 31.500 32.300
1 x 1072 1.300 45
1 x 1073 1.300 876

1 x 1074 27.200 31.400
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Det ses, at 1,8-ANS med en koncentration pid 1 x 10_3M elimi-
nerede al emission med undtagelse af den, der tilskrives de

bundne perler.

EKSEMPEL 2

To grupper pa hver tre kuvetter blev overtrukket, som beskrevet
i eksempel 1 med to forskellige koncentrationer af perler.

En kuvette i hver gruppe modtog vand og reprasenterede den
bundne fraktion i en TR-FIA. En anden kuvette i hver gruppe
modtog en suspension af perlerne og reprasenterede den bundne
og frie fraktion i en TR-FIA. Den tredje kuvette i hver gruppe
modtog en suspension af perlerne indeholdende 5 x lO—3M 1,8-ANS.

Stimulering og mdling af fluorescensemission ved 11° blev
udfert, som beskrevet i eksempel 1. Resultaterne er anfort
i tabel II.

TABEL II

Antal paviste fotoner

Kuvette 1 Ruvette 2
Belagt kuvette + vand 2.300 40.000
(bundet fraktion)
Belagt kuvette + suspenderede perler 32.400 71.000
(bundet og frie fraktioner)
Belagt kuvette + suspenderede 2.700 38.000
perler + 5 x 10_3m 1,8-ANS

(bundet og frie fraktioner

0g lysabsorberende materiale)

Det ses, at i naervarelse af det absorberende materiale, blev
perlerne pa kuvetteoverfladen (bundet fraktion) selektivt
stimuleret, og deres fluorescensemission pavist i narvarelse

af et stort overskud af perler i suspension (fri fraktion).
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EKSEMPEL 3

A. Fremstilling af de fluorescerende polymerpartikler.

En polymerperle bestaende af butylmethacrylat:glycidylmethacry-
lat:sulfoethylmethacrylat i forholdet 92:6:2 og indeholdende

1% NTFA3Eu blev fremstillet pd felgende made. Bismethylen-
acrylamid (0,05 g) og polyethylenoxid (0,1 g) blev oplest

i afioniseret vand (25 ml) og acetone (4 ml). Der blev frem-
stillet en anden oplesning, som indeholdt butylmethacrylat
(0,78 ml) sulfoethylmethacrylat (0,2 g) glycidylmethacrylat
(0,5 ml) og NTFA3Eu (25 mg). De to oplesninger blev sammen-—
blandet, og pH-verdien indstillet til 5,5 med 1 N NaOH. Efter
god omrering under N, blev blandingen bestrdlet i 12 timer

ved 7,50 Mr/time. Den hvide emulsion blev centrifugeret 1

en centrifuge med gradvis stigende hastigheder. Pillen, der
blev samlet ved 30.000 omdreininger per minut, blev vasket

tre gange med 0,1% polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween

20) i saltvand med phosphatstedpude (PBS 0,01 M blanding af
momo- og dinatriumphosphat i 0,15 M NaCl). Pillen blev til
sidst suspenderet i en 10% oplesning af 1,3-diaminopropan,
hvori pH-vardien blev indstillet til 10 med 1 N HCl. Suspensio-

nen blev omrert natten over og sa vasket tre gange Og Suspen-

deret i 30 wml PBS.

B. Fremstilling af PSA-digoxin partikelkonjugatet.

En preve (1,0 ml) af partikelsuspensionen beskrevet 1 A blev
aktiveret ved tilsztning af glutaraldehyd ved en slutkoncen-
tration p& 1%. En 4 timers inkubation blev fulgt af tre vask-
ninger i PBS. Til 1 ml af de aktiverede perler blev sat 5

mg af et okseserumalbumin (BSA)-digoxinkonjugat. Blandingen
blev omrert natten over ved stuetemperetur. Perlerne blev

vasket tre gange, suspenderet i 25 ml PBS og lagret ved 4%¢.
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C. Overtrakning af polystyrenkuvetter med kaninanti-digoxin-

immunoglobulin.

En totusindeganges fortynding af kaninanti-digoxinimmunoglobu-
lin blev fremstillet i 0,1M carbonatstedpude, pH 9,5. Denne
oplesning blev pipetteret til 3 ml niveauet i kuvetterne.
Efter inkubation ved stuetemperatur i 4 timer blev kuvetterne
udsuget og vasket i rakkefelge med en 2% BSA-oplesning i PBS
og til slut i PBS. Kuvetterne blev terret og lagret ved 4.

D. Bestemmelse af en standardkurve for digoxin i phosphat-~
stodpude.

Duplikerede fortyndingsrazkker af digoxin blev fremstillet

i PBS indeholdende BSA (2%) og Tween 20 (0,5%) i intervallet
fra 1 til 10.000 ng/ml, og derefter blev 3 ml af hver af disse
oplgsninger og en blindpreve af PBS pipetteret i kuvetterne,
der forud var belagt, som beskrevet i C. Til hver af disse
kuvetter blev sat 30 pul af BSA-digoxinpartikelkonjugatet frem-
stillet i afsnit B. Kuvetterne blev inkuberet ved 37°C i 40
minutter. Til hver af kuvetterne blev sat 0,1M 1,8-ANS (30

ul) og fluorescensemission ved 614 nm blev milt efter en for-
sinkelse p& 0,5 ms i en vinkel pd 11° med stimuleringslys-

strdlen. Resultaterne er vist i tabel III og fig. 2.

TABEL III
Digoxinkoncentration (ng/ml) Intensitet (fotoner)

0 ' 8700

1 8700

10 8200

100 7000

1000 6100

10000 4500
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EKSEMPEL 4

A. Fremstilling af anti-HCG immunoglobulinpartikelkonjugat.

En prove (1,0 ml) af partikelsuspensionen beskrevet i eksempel
3A blev aktiveret ved tilsztning af glutaraldehyd ved en slut-
koncentration pd 1%. En 4-timers inkubation blev fulgt af

tre vaskninger i PBS. Til 1 ml af de aktiverede perler blev

sat 50 pl af en 1 mg/ml oplesning i PBS af et monoklonalt
antistof betegnet HCG-13 udviklet pd szdvanlig mdde mod HCG.
Blandingen blev omrert natten over ved stuetemperatur. Perlerne
blev vasket tre gange, suspenderet i 25 ml PBS og lagret ved
4°c.

B. Belagning af polystyrenkuvetter med monoklonalt anti-HCG-4

immunoglobulin.

En femtusindeganges fortynding af et andet monoklonalt anti-
stof udviklet mod HCG betegnet HCG-4 blev fremstillet 1 0,1M
carbonatstedpude, pH 9,5. Denne oplesning blev pipetteret

til 3 ml-niveauet i kuvetterne. Efter inkubation ved stue-
temperatur i 4 timer blev kuvetterne udsuget og vasket i rakke-
folge med en 2% BSA-oplesning i PBS og til slut PBS. Kuvetterne
blev terret og lagret ved 4°c.

C. Bestemmelse af en standardkurve for HCG i phosphatstedpude.

Duplikerede fortyndingsrazkker af HCG blev fremstillet i PBS
af 10-dobbelt koncentration i intervallet fra 0,15 til 1,5

X 105 mIU/ml. Disse oplesninger og en blindpreve af PBS blev
pipetteret i kuvetterne, der var blevet belagt som beskrevet
i B. Efter en l-times inkubation ved 37°C blev mikroperlerne
(50 pl) beskrevet i A tilsat, og inkubationen blev fortsat

i 1 time til. Til hver af kuvetterne blev sat 0,1IM 1,8-ANS
(30 ul), og fluorescensemission ved 614 nm blev malt efter

en forsinkelse p& 0,5 ms i en vinkel pa 11° med stimulerings-

lysstralen. Resultaterne er anfert i tabel IV og fig. 3.
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TABEL IV
HCG-koncentration (mIU/ml) Intensitet (fotoner)

0 1.000

0,15 1.380

15 1.750

1.500 2.000

150.000 2.600

En fremgangsmide ifglge opfindelsen til fastfasefluorimmun-
bestemmelse indbefatter s&ledes tilsztning af et lysabsor-
berende materiale til veskefasen i bestemmelsessystemet. Det
lysabsorberende materiale absorberer al stimuleringslys og/eller
emitteret lys med undtagelse af det, der absorberes af og ud-
sendes fra bundet sporstof, hvorved emissionen fra bundet
sporstof kan pdvises og mdles i nzrvarelse af et stort overskud
af frit sporstof. Adskillelse af den bundne og den frie fraktion
undgéds sdledes, og der f&s en enkel og bekvem homogen bestemmel-
se. Ved mdling af lysemission fra det bundne sporstof under
anvendelse af tidsoplesning kan interferens fra reflekteret
stimuleringslys og fra lysspredning og baggrundsemission mini-
meres, hvorved der kan opnds en hzjere folsomhed af bestemmel-
sen. Fremgangsmdden kan let tilpasses til alle modifikationer

af fastfasekompetitive bestemmel sessystemer Oog systemer af
sandwichtypen. Opfindelsen indbefatter et udstyr af mdlemate-
rialer, der kan anvendes til enten manuel bestemmelse eller
automatiseret bestemmelse.

Patentkrav.

1. Fremgangsmade til bestemmelse af en ukendt mangde analyt

ien vaeske, k ende t e gnet ved, at

(a) der fremstilles en blanding ved at bringe en antianalyt

bundet til overfladen af en fast bazrer i kontakt med en vaeske

indeholdende en ukendt mzngde analyt, et lysabsorberende mate-
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riale og et sporstof for analytten, hvilket sporstof indehol-
der et fluorescerende farvestof og velges fra en gruppe spor-
stoffer, der udgeres af et antigen, et antistof og et bundet
antigen-antistofkompleks, hvorhos det fluorescerende farvestof

er bundet dertil, og sporstoffet reagerer specifikt med ana-

lytten,
(b) blandingen inkuberes,

(c) blandingen udsattes for en exciterende lyspuls, idet in-
tensiteten og varigheden af lyspulsen er tilstrakkelig til at

exciteringslyset delvis vil blive absorberet af sporstoffet,

(d) fluorescensstralingen fra det bundne sporstof iagttages,
hvilken emission klinger af i lebet af et tidsrum, der er til-
strakkelig langt til at emissionen kan iagttages efter afslut-
ning af lyspulsen, og al lysemission hidrgrende fra de andre

komponenter i blandingen udover det bundne sporstof er klinget

af, og

(e) mangden af analyt i vasken bestemmes ved at sammenligne
fluorescensemissionen med fluorescensemissionen for en Kkendt

meangde analyt.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendeteghnet ved,
at analytten valges fra en gruppe af analytter omfattende an-
tigener, haptener og antistoffer, og antianalytten valges fra

en gruppe antianalytter omfattende antigener og antistoffer.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved,
at sporstoffet yderligere omfatter analytten, at det fluores-
cerende farvestof er bundet dertil, og at sporstoffet reage-

rer specifikt med antianalytten.

4. Fremgangsmade ifelge krav 3, Kk endetegnet ved,
at en begranset mangde antianalyt, der er bundet til bareren,

samt analytten og sporstoffet bindes kompetitivt til antiana-

lytten.
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5. Fremgangsmade ifglge krav 1, kende tegnet ved,
at i hovedsagen al analytten bindes til antianalytten, og at

sporstoffet bindes til analytten.

6. Fremgangsmade ifelge krav 1, ke nde tegnet ved,

at det fluorescerende farvestof er et lanthanidchelat.

7. Fremgangsmade ifelge krav 6, k e nde tegnet ved,

at lanthanidchelatet indkorporeres i en polymerpartikel.

8. Fremgangsmade ifelge krav 1, kende tegnet ved,

at vasken er et serum.

9. Fremgangsmade ifeslge krav 1, kende tegnet ved,
at det lysabsorberende materiale har et absorptionsband, som

overlapper sporstoffets absorptionsband.

10. Fremgangsméde ifelge krav 1, k ende tegnet ved,
at det lysabsorberende materiale er en arylaminonaphthalensul-

fonsyre.

11. Fremgangsmé&de ifelge krav 6, k e nde tegnet ved,
at intensiteten af pulsen er fra 1 x 1040 ti1 2 x 1040 foto-

ner.

12. Fremgangsmade ifolge krav 6, k e nde t e gnet ved,

at pulsens varighed er ca. 1 - 10 us.

13. Fremgangsmade ifglge krav 6, ke ndet e gne t ved,
at pulsens bglgelangde er ca. 280 - 375 nm.

14. Fremgangsmade ifolge krav 6, kendetegnet ved,

at fluorescensemissionens belgelangde er ca. 580 - 630 nm.

15. Fremgangsmade ifglige krav 6, ke nde t e g net ved,

at fluorescensemissionens afklingningstid er ca. 0,5 - 1,0 ms.



10

15

20

25

30

35

DK 164840 B

21

16. Fremgangsmade ifelge krav 1, kendetegnet ved,

at fluorescensemissionen males meliem pad hinanden felgende

pulser.

17. Fremgangsmade ifslge krav 1, kendetegnet ved,

at fluorescensemissionen males mellem 0,5 og 0,75 ms og en

puls.

18. Fremgangsmade ifeslge krav 1, kendetegnet ved,
at fluorescensemissionen males fra en vinkel, som afviger fra

2 til1 20° fra retningen af den exciterende lyspuls.

19. Fremgangsmade til bestemmelse af en ukendt mangde analyt i

en veske, k e nde t egnet ved, at

(a) der fremstilles en blanding ved at bringe en antianalyt,
der er bundet til overfladen af en fast barer, i kontakt med
vesken, som indeholder en ukendt mengde analyt, et lysabsorbe-
rende materiale og et sporstof for analytten, hvilket sporstof
indeholder et paviseligt markestof, der er i stand til at ab-

sorbere og emittere 1lys,

(b) man lader en tilstrakkelig tid ga& til at analytten og

sporstoffet kan bindes til antianalytten,
(c) blandingen udsattes for det exciterende 1lys,

(d) lysemissionen fra det bundne sporstof iagttages i forhold

til tiden, og

(e) mangden af analyt i vesken bestemmes ved sammenligning af
den djagttagede lysemission med lysemissionen, som er opnaet

med en kendt mangde analyt.

20. Fremgangsmade til bestemmelse af en ukendt mangde analyt,

der findes i en serumprove, k ende tegnet ved, at
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(a) der fremstilles en blanding ved at bringe en antianalyt,
som er bundet til overfladen af en fast barer, idet antallet
af tilgangelige bindingssteder hos antianalytten er utilstrak-
keligt ti1 at binde hele analytten, i kontakt med en serumpro-
ve indeholdende en ukendt mazngde analyt, en arylaminonaphtha-
lensulfonsyre og et sporstof for analytten, hvilket sporstof
indbefatter analytten, hvortil der er bundet en partikel,

hvori et lanthanidchelatmarkestof er inkorporeret,
{(b) blandingen inkuberes,

(c) blandingen udsazttes for en exciterende lyspuls med bglge-
langden ca. 280 - 375 nm og intensiteten 1 x 1040 - 2 x 1040
fotoner samt varigheden 1 - 10 pus,

(d) fluorescensemissionen fra det bundne sporstof med bglge-
langden ca. 580 - 630 nm og afklingningstiden ca. 0,5 - 1,0
ms iagttages, hvilken emission males mellem pa hinanden fgl-
gende excitationspulser fra en vinkel, sonm afviger 2 - 20° fra
retningen af pulsen, og ca. 0,50 - 0,75 ms efter en afsluttet

puls, og

(e) mzngden af analyt i serumproven bestemmes ved at sammen-
ligne fluorescensemissionen med den fluorescensemission, som
iagttages, na&r en blanding indeholdende en kendt me&ngde af

analyt bestemmes i overensstemmelse med trinene (a) til (e).

21. Fremgangsmade ifolge krav 20, k e nde t e gnet ved,
at partiklen er en polymerpartikel.

22. Fremgangsmade ifoslge krav 20, k ende t e gnet ved,
at lanthanidchelatet er en europium- eller terbiumion, som er

blevet chelateret med en B-diketon.

23. Fremgangsmade til bestemmelse af en ukendt mangde analyt i

en serumpreove, Kk ende tegnet ved, at
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(a) der fremstilles en blanding ved at bringe en antianalyt,
som er bundet til overfladen af en fast barer, idet antallet
af tilgangelige bindingssteder hos antianalytten er tilstrak-
keligt til at binde i vasentlige hele analytten, i kontakt med
en vaske indeholdende en ukendt mangde analyt, en arylamino-
naphthalensulfonsyre og et sporstof for analytten, hvorhos der
i sporstoffet indgar en ligand, som er specifik for analytten,
og der til liganden er bundet en partikel, hvori et lanthanid-

chelatmarkestof er inkorporeret,

(b) blandingen inkuberes,

(c) blandingen udsattes for en exciterende lyspuls med bglge-

lengden ca. 280 - 375 nm og intensiteten 1 X 1040 - 2 x 1040

fotoner samt varigheden 1 - 10 us,

(d) fluorescensemissionen fra det bundne sporstof med bglge-
lengden ca. 580 - 630 nm og afklingningstiden ca. 0,5 - 1,0 ms

jagttages, hvilken emission males mellem pa& hinanden fglgende

excitationspulser fra en vinkel, som afviger 2 - 20° fra ret-
ningen af pulsen, og ca. 0,5 - 0,75 ms efter en afsluttet
puls, og

(e) mangden af analyt i serumprgven bestemmes ved at sam-
menligne fluorescensemissionen med den fluorescensemissionen,
som jagttages, nar en blanding indeholdende en kendt mangde

analyt bestemmes i overensstemmelse med trinene (a) til (e).

24. Fremgangsmade ifelge krav 23, k e n detegnet ved,

at partiklen er en polymerpartikel.

25. Fremgangsmade ifelge krav 23, k ende tegne t ved,
at liganden valges fra en gruppe ligander omfattende antige-

ner, antistoffer og bundne antigen-antistofkomplekser.

26. Fremgangsmade ifelge krav 23, k ende tegne t ved,

at lanthanidchelatet er en europin- eller terbijumion, som er

chelateret med en f-diketon.
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