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Den foreliggende opfindelse angdr et hidtil ukendt opiumsalkaloid-
-specifikt antistof til brug ved pdvisning af et opiumsalkaloid

i en biologisk vaske.

Den kraftige udbredelse af befolkningens anvendelse af narkotiske
midler, herunder opiumsalkaloiderne, har medfdrt et betydeligt behov
for at forbedre de analytiske metoder til bestemmelse af sddanne mid-
ler i biologiske vasker. I mange tilfelde har medicinske behandlings-
centrer behov for at bestemme identiteten af et narkotisk middel,

som er indtaget af en vatient, der, da han eller hun er i comatgs
tilstand, ikke er i stand til at meddele den behandlende lazge de
hertil ngdvendige oplysninger. De kendte metoder til identifikation
af opiumsalkaloider omfatter ekstraktion og tyndtlagschromatografi.
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Disse metoder har den ulempe, at de er forholdsvis tidsrgvende og
arbejdskravende og uden stgrre fglsomhed. En mere hurtig og hgj-
fglsom prgve for tilstedevarelsen af opiumsalkaloider i biologiske
vaesker ville s3ledes betegne et overordentligt vigtigt fremskridt
pa 6mrédet, og med det opiumsalkaloid-specifikke antistof ifglge op-

findelsen muligggres sddanne hurtige og hgjfglsomme prgver.

Man har i nogen tid vidst, at forskellige smd molekyler (haptener),
som i sig selv er fuldstendig frie for antigenicitet, kan modificere
et proteins antigene egenskaber, nadr det lille molekyle kombineres
med proteinet gennem stabile covalente bindinger. Det beskrives séledes
i USA patentskrift nr. 2.372.066, at der kan fremstilles modificerede
antigener ved at kombinere histaminer eller histaminlignende forbin-
delser ved sammenknytning af imidazolringen med et ¢nsket protein
genném et radikal, som indeholder en gruppe, der kan koble med pro-
teinet. Disse modificerede antigener anvendes enten ved direkte in-
jektion i et subjekt, hvorved der udvikles modstandsdygtighed, refrak-
teritet eller aktiv immunitet i subjektet, eller til injektion i
vaertsorganismer, af hvilke der udvikles antistoffer, som er specifikke
over for haptendelen, f.eks. histaminet eller det histaminlignende
stof. Endvidere har Landsteiner i en artikel med titlen "Specificity
of Serological Reactions", Harvard University Press, Cambridge,
Massachusetts (1945) beskrevet udnyttelsen af p-aminobenzen-arsensyre
som hapten, som, ndr den kobles til et protein, er i stand til at
fremkalde specifikke antistoffer i en animalsk vartsorganisme.

Det har nu ifglge opfindelsen vist sig, at der kan tilvejebringes
opiumsalkaloid—specifikke antistoffer, nadr et vartsdyr podes med et
modificeret antigen af den art, som er beskrevet i dansk patent
ans. nr. 2282/71, og at disse opiumsalkaloid-specifikke antistoffer
selektivt vil danne complex med et opiumsalkaloid, et carboxy~Cj_g-—
alkylderivat af den phenoliske hydroxylgruppe i et opiumsalkaloid
eller et opiumsalkaloid-antigen bestédende i det vasentlige af et

carboxy-C,_  ~alkylderivat af den phenoliske hydroxylgruppe i opiums-

1
alkaloidet bundet gennem peptidbindinger til aminogrupper i et

immunogenisk protein.

Opfindelsen angdr sdledes et opiumsalkaloid-specifikt antistof til
brug ved pavisning af et opiumsalkaloid i en biologisk vaske, hvilket
antistof er ejendommeligt ved, at det bestar af et gammaglobulin-
fraktionprotein med en molekylvegt pa ca. 160.000 og indeholdende

et flertal af steder, som selektivt vil danne complex med
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et opiumsalkaloid, et carboxy~clﬁs-alkylderivat af den phenoliske
hydroxylgruppe i et opiumsalkaloid eller et opiumsalkaloid-antigen
bestidende i det vasentlige af et carboxy—c1_6-alkylderivat af den
phenoliske hydroxylgruppe i opiumsalkaloidet bundet gennem peptid-
bindinger til aminogrupper i et immunogenisﬁ proﬁein, hvilket
opiumsalkaloid-specifikke antistof er fremstillet ved at pode et
vertsdyr med det navnte antigen, udvinde serum fra vertsdyret og

udfelde antistoffet derfra.

Det navnte opiumsalkaloid-antigen betegnes i det fg¢lgende ogsé det
modificerede antigen og dets fremstilling er beskrevet detaljeret i
dansk patent ans. nr. 2282/71.

Det serlig foretrukne opiumsalkaloid, mod hvilket antistoffet ifglge
opfindelsen er rettet, er morphin. Andre egnede opiumsalkaloider er
f.eks. heroin og codein samt derivater deraf, som ikke involverer
den phenoliske hydroxylgruppe. Det har vist sig, at de antistoffer,
der fremkaldes ved anvendelse af et morphinhapten-proteinantigen,
ikke blot er specifikke over for morphin, men ogsd over for nart

beslagtede derivater sdsom codein og i mindre grad nalorphin.

Antistoffet ifglge den foreliggende opfindelse fremstilles ved,

at det modificerede antigen injiceres i et vartsdyr gentagne gange
over et tidsrum, serummet udvindes, antistoffet udfazldes med en
neutral saltoplgsning, og antistoffet renses, om @gnsket, ved dlalyse
og s¢jlechromatografi.

Velegnede vartsdyr til dette formdl er pattedyr s&som kaniner, heste,
geder, marsvin, rotter, kger og far. Det resulterende antistof wvil
selektivt danne complex med opiumsalkaloider, det ovenfor beskrevne
modificerede opiumsalkaloidantigen eller nart beslagtede derivater.

Dannelsen af opiumsalkaloid-specifikke antistoffer i vartsdyrene

kan fglges ved, at man udtager blodprgver fra vartsdyret og tilsatter
dem en portion af det modificerede opiumsalkaloidantigen. Fremkomsten
af bundfald viser antistofaktivitet. Antigenbehandliﬁgen af dyret

kan fortsattes, indtil antistoftiteren ndr et ¢gnsket aktivitetsniveau.
"Antistoftiteren" skal her betegne den maksimale koncentration af |
udfaldet protein efter tilsatning af forskellige kendte koncentrationer

af antigener til bestemte rumfang serum, f.eks. 0,5 ml.

Antistofferne ifglge den foreliggende opfindelse kan isoleres fra sera
fra behandlede vartsorganismer under anvendelse af metoder, som er ‘
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velkendte i den biokemiske teknik. S&ledes kan f.eks. sera vundet
ved behandling af vartsorganismer behandles med et neutralt salt,

som vil fremkalde udfaldning af de ¢nskede specifikke antistoffer.
Egnede neutrale salte il dette form&l er natriumsulfat, magnesium-
sulfat, en natriumhydrogenphosphatblanding eller ammoniumsulfat. Det
+il den foreliggende opfindelses formal foretrukne neutrale salt er
ammoniumsulfat. Efter udfazldningen kan der ogs& foretages en rensning,
f.eks. ved dialyse eller sg¢jlechromatografering. Det resulterende an-
tistof kan karakteriseres som en gammaglobulin med en molekylvagt

p& ca. 160.000. Dette antistof vil med en hgj grad af specificitet
danne complex med opiumsalkaloid-haptener og deraf afledte antigener.

De specifikke antistoffer ifglge den foreliggende opfindelse er vel-
egnede som reagenser til biokemiske prgver til bestemmelse af til-
stedeverelsen af opiumsalkaloider og nart beslazgtede forbindelser i
biologiske vasker. En sarlig foretrukken prgvemetode er en immuno-
pracipitationsmetode, der kan anvendes til maling af nanogrammangder
opiumsalkaloid, f.eks. morphin, i serum. Ved denne metode blandes en
kendt mzngde market opiumsalkaloid med opiumsalkaloid-antistof og

en prgve indeholdende den ukendte mzngde opiumsalkaloider. Mangden af
opiumsalkaloid i prgven kan bestemmes ved maling af den grad af kon-
kurrerende inhibition, som iagttages mellem bindingen mellem hen-
holdsvis det merkede opiumsalkaloid og prgvens opiumsalkaloid og

det opiumsalkaloid-specifikke antistof, og beregning af mangden af
opiumsalkaloid i prgven pa grundlag af en standardkurve. Egnede
merkede opiumsalkaloider til anvendelse til dette formdl er f.eks.

de isotopisk markede opiumsalkaloider, isar tritierede opiumsalkaloider,
QVS. dihydromorphin—H3 og morphin—Ilzs, samt opiumsalkaloider, som er
mzrkede med en elektronspin-resonansgruppe. Eksempler pd anvendelsen
af forskellige elektronspin-resonans-markede molekyler i biokemiske
prgver findes i USA patentskrifterne nr. 3.453.288, 3.481.952 og
3.507.876. En foretrukken radioimmunopracipitationsmetode til anven-
delse til bestemmelse af opiumsalkaloider beskrives mere detaljeret

i eksempel 2, medens eksempel 1 belyser fremstillingen af antistoffet

ifplge opfindelsen.
Eksempel 1.

Fremstilling af antistof.

Kaniner af New Zealand-albinostammen immuniseres med 1 mg carboxy-

methylmorphin-BSA, fremstillet som beskrevet i dansk patent ans.
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nr. 2282/71. Immunogenet oplgses i en phosphatpuffer-saltoplgsning
med pH-vardi 7,4, emulgeres med et lige s& stort rumfang Freund's
komplette adjuvans og injiceres i traedepuden (0,4 ml/tradepude).
Forsterkningsinjektioner pa lOO/ug antigen i adjuvans gives hver 6. -

8. uge i tradepuden og siderne.

Antiserum hgstes 5 - 7 dage efter forsterkningsinjektionerne. Blod,
som opsamles ved hjertepunktur, inkuberes ved 37°% 11 time. og holdes
derefter natten over ved 4°C. Efter centrifugering ved 5000 omdrej-
ninger pr. minut i 30 minutter ved 40C skilles serummet fra klumperne.

Udfaldning af antistoffet foretages som beskrevet pad side 4.

Eksempel 2.
Radioimmunoprgve.

Radioimmunoprgven udfgres ved, at forskellige fortyndinger af anti-
sera fremstillet som beskrevet i eksempel 1 inkuberes i nazrvarelse

af dihydromorphin-H3 (New England nuclear, 388 mc/mM), 100 picomol
(4000 cpm) ved 4°C natten over. Efter inkubering sattes der en neu-
tral mettet ammoniumsulfatopl@sning (samme rumfang som inkubations-
mediet) til alle glas. Bundfaldet, som sedimenteres ved centrifugering
ved 5000 omdrejninger pr. minut i 15 minutter ved 4°c, vaskes to

gang i 50%'s ammoniumsulfatoplgsning. Det vaskede bundfald, som in-
deholder antistof-bundet morphin, opldgses i 0,5 ml kommercielt
detergent som opl@seligggrende middel og overfgres kvantitativt til
og talles i et Packard Tri-Carb Liquid Scintillation Spectrometer.

Et glas, som indeholder radioaktivt dihydromorphin og et antiserum
(fremstillet som beskrevet i eksempell), men intet ikke-market mor-
phin, tjener som mdl for den maksimale antistof-bundne radiocaktivitet.
Ved tilsatning af stigende mengder ikke-market morphin til en be-
stemt mangde dihydromorphin—H3 og antiserum opnds konkurrerende
inhibition af det markede dihydromorphin med hensyn til dannelsen

af antistof-hapten-complexet. De konstaterede data fremgdr af neden-
stdende tabel I:



142146

6
Tabel I
Nanogram ikke-radioaktivt Procentvis inhibition af bin-
morphin tilsat dingen af dihydromorphin-H3
0,5 20
’ 38
' 50
’ 65
80

De ovenstiende data viser klart metodens fglsomhed. Ved optegning

i grafisk kurveform viser de i ovenstiende tabel indeholdte data en
lineazr relation mellem mengden af tilsat ikke-radioaktivt morphin
og den fundne procentmassige inhibition. Ved tilsatning af 0,5 nano-
gram ikke-merket morphin pr. glas (en koncentration pd& 1 nanogram
pr. ml fgr tilsatning af ammoniumsulfat) fortranges 20% af det
maerkede dihydromorphin fra antistoffet. Antiserummets specificitet
for morphin pévises ved inkubation af den markede hapten med normal
kaninserum. Den radioaktivitet, som bliver tilbage i et bundfald
fra normalt kaninserum efter vaskning, ligger svagt over baggrunds-
radiocaktiviteten og subtraheres fra de vardier, som konstateres

pad alle de andre glas.

Der udf¢rés ogs& sammenligningsforsgg med andre alkaloider. Den
inhiberende virkning af codein, som er morphin-3-methylether, sam-
menlignes med morphins inhiberende virkning. Codein viser sig at
vaére endog mere effektivt end morphin (pd molar basis) med hensyn
til at give 50% inhibition af udfzldningen af radioaktivt materiale.
Dette er ikke overraskende, eftersom codein har stgrre strukturel
lighed med den immuniserende carboxymethylmorphingruppe end morphin
selv. Det viser sig endvidere, at 500 nanogram nalorphin nedsatter
udfzldningen af radioaktivitet med ca. 35%, medens den samme mangde

methadon giver ringe eller ingen inhibition.
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Patentkrav.

Opiumsalkaloid-specifikt antistof til brug ved pdvisning af et
opiumsalkaloid i en biologisk vaske,

kendetegnet ved, at det bestdr af et gammaglobulinfrak-
tionprotein med en molekylvagt p& ca. 160.000 og indeholdende et
flertal af steder, som selektivt vil danne complex med et opiums-
alkaloid, et carboxy—Cl_6-alkylderivat af den phenoliske hydroxyl-
gruppe i et opiumsalkaloid eller et opiumsalkaloid-antigen besté-
ende i1 det vasentlige af et carboxy—cl_6-alkylderivat af den
phenoliske hydroxylgruppe i opiumsalkaloidet bundet gennem peptid-
bindinger til aminogrupper 1 et immunogenisk protein, hvilket opiums-
alkaloid-specifikke antistof er fremstillet ved at pode et vartsdyr
med det navnte antigen, udvinde serum fra vertsdyret og udfzlde

antistoffet derfra.
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