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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade og et ap-
parat til udfgrelse af radiale geldiffusionsundersggelser pd en serie
biologiske prgver.

| de senere &r er en veardifuld analytisk teknik kendt som gel-
diffusion blevet udviklet til meengdebestemmelse af forskellige be-
standdele i biologiske vasker, sdsom blodserum, plasma, urin og
cerebrospinal veaske. Specielt omfatter en geldiffusionsteknik, der
benazvnes som radial immunodiffusion, en enkel-diffusions pracipitin
reaktion, ved hvilken den ene af reaktanterne inkorporeres i et
stgrknet gelmedium, mens den anden reaktant indfgres i en brgnd
eller udboring, hvorfra den fér lov at diffundere ind i gelen.

Enkelt radial immunodiffusion anvendtes sandsynligvis fgrst af
Petri ved hans studier af bakteriékolonier‘s vakst pa gelerede medier
indeholdende specifikke antisera. Brit. J. Exp'l. Path. 13, 380
(1932). Den radiale immunodiffusionsteknik videreudvikiedes af andre
videnskabsmand og is@r af Mancini, som bidrog vasentligt til denne
teknik med kinetiske studier af systemet. Immunochemistry 2., 235-
254 (1965).

Ved en praktisk udformning af radial geldiffusion dispergeres
et biokemisk aktivt stof, fx. antiserum, i et flydende geldannende
middel, fx. smeltet agar, der fordeles i en lav beholder eller plade
og far lov at stgrkne. N&r en biokemisk bestemmelse skal udfgres,
gennemhulles den stgrknede gels overflade med ca. lige store inter-
valler til frembringelse af sm3 cylindriske huller eller brgnde. Den
biologiske vaeske, som skal undersgges, fx. en legemsvaske, sdsom
blodserum, indfgres s8 i brgnden, fx. ved pipettering. Beholderen
saettes sd til side eller inkuberes i et givent tidsrum, sadvanligvis i
en konventionel fugtighedskasse. P38 et udvalgt tidspunkt undersgges
gelens overflade. Resultanten er et ringformet areal omkring hver
brgnd, ind i hvilket sera eller andre legemsvasker er migreret. Sera
eller andre legemsvasker vil gennemgd en grad af vekselvirkning
med antistofferne i gelen til dannelse af et cirkulaert areal af skel-
nelig udfeldning. Udfaeldningsarealet malt over for en udformet skala
vil tilvejebringe en kvantitativ bestemmelse med hensyn til den sar-
lige udfgrte prgve.

Den type immunokemisk afprgvningsmetode er iszr nyttig ved
kvantitativ identificering af fgigende blodproteiner: Human IgG, IgM,
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IgA, IgD, IgE, transferin, ceruloplasmin, ozz-makr'oglobulin, comple-
ment C3,. (B.I-C/BT-A globulin), albumin, przalbumin, hemopexin,

- fibrinogen, u1-syre-glycoprotein (orosomucoid), a1-antitrypsin, hap-

toglobin, aZ-HS-glycopr‘otein, 7 B.l-lipoprotein, Bz-glycoprotein, og
C-reaktivt protein.

| kraft af, at de antisera eller antistoffer, der benyttes i ge-
len, er forholdsvis kostbare, er der gjort forsgg pd at anvende s8
lille et areal som det er muligt at forene fned opnéelse af gode resul-
tater. | Clin. Chim. Acta 21, 517-520 (1968) foreslar forfatterne
Lopez og Golder brug af antistofmateriale til gelen i smé agarskiver.
Antigen, som anbringes i en central brgnd i hver skive, far lov at
diffundere igennem agaren til dannelse af koncentriske ringudfald-
hinger‘ Dette apparat er vahskeligt at fremstille p.g.a. kravet om
sarskilte skiver og er ikke let at fylde ensartet og ngjagtigt p.g.a.
de sarskilte gel- og antiseraudstgbninger, som kraves til hver af

~ de individuelle skiver.

| et andet forsgg p& sparsommelighed er en lav beholder blevet
begrznset til en stgrrelse pd 2,5 gange 7,5 cm. | et sddant apparat
har det vist sig, at der kan anbringes 6 brgnde med lige stort mel-
lemrum uden -at fbrérsage overlapning i de koncentrisk frembragte
udfeldede arealer. Et sddant apparat er illustreret i en rapport af
Lou og Shanbrom, J. Amer. Med. Ass'n. 200, side 323 (1967).

Endelig er beholderen i endnu et forsgg pd at opna besparelse
blevet modificeret med barrierevaegge, sdledes at arealet indeholden-
de agaren er formindsket til et areal pad 1,3 gange 7,5 cm. Imidler-
tid frembringer et sddant lille areal med 6 brgnde ikke kvalificerede

. resultater. | dette arrangement udggr barriererne sidevagge i leng-

deretningen, hvilke sidevaegge er parallele med en indbyrdes afstand
p8 kun 1,3 cm. Denne forholdsvis lille afstand fordrsager en konkav
menisk p& agargelen og en relativ dehydrering deri, hvorved resul-
taterne af diffusionsprgven forvranges ved at antigenet trakkes i
ikke-cirkulere mgnstre.

Kort sagt har hidtil anvendte beholdere med lille areal til radial
geldiffusion i almindelighed frembragt forvrengede diffusionszoner
og ugyldige undersggelsesresultater eller har veret upraktiske at
fremstille og benytte ved kommercielle anvendelser. Ved sma gelover-
flader, som er begranset af linezre eller rette kanter, hvadenten
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det er ydre eller indre barrierer, vil man stgde p3d fgigende proble-
mer:

1) Hvis brgndene er anbragt for tet sammen, indvirker reak-
tionszonerne pd hinanden og forhindrer derved dannelsen af runde
przcipitinzoner.

2) Hvis brgndene befinder sig lengere fra hinanden, men teet-
tere ved beholderens eller pladens kanter, forekommer fglgende:

Nér zonerne nzrmer sig pladens kanter, traekkes ringene imod
barrieren, indtil udfeldningszonerne enten tangerer barrieren (eller
kanten) eller bliver spidse eller kantede de steder af ringen, som
er tattest pd barrieren (eller kanten).

Af det foregdende fremgdr, hvori problemet bestdr, nemlig i at
benytte den mindst mulige mangde af gelen og den biokemisk aktive
bestanddel deri, som kan forenes med gode resultater.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer i overensstemmelse
hermed en fremgangsméde til udfgrelse af radiale geldiffusionsunder-
spgelser pd en serie biologiske prgver, hvorved prgverne bringes i
kontakt med en gel indeholdende en passende biokemisk aktiv reak-
tant for de biologiske prgver ved diffusion fra et antal udboringer i
gelens overflade, hvilken fremgangsméde er ejendommelig ved, at
den anvendte gel er indeholdt i mindst én reces i en beholders gvre
overflade, hvilken reces har bueformede indsnit i hver af sidevag-
gene, hvorhos de bueformede indsnit i en af sidevaggene befinder
sig over for de bueformede indsnit i den anden sidevaeg, hvorved
der afgranses et antal rum, som hver issr er forbundet med i det
mindste et andet rum ved indsnavringer i recessen.

Opfindelsen tilvejebringer desuden et apparat til brug ved
ovennavnte fremgangsmade til udfgrelse af radiale geldiffusionsun-
dersggelser pd en serie biologiske prgver, hvilket apparat er ejen-
dommeligt ved, at det omfatter en beholder, som er forsynet med
mindst én reces i sin gvre overflade, hvilken reces har bueformede
indsnit i hver af sidevaeggene, hvorhos de bueformede indsnit i en
af sidevaeggene befinder sig over for de bueformede indsnit i den
anden sidevag, hvorved der afgranses et antal rum, som hver iszr
er forbundet med i det mindste et andet rum ved indsnavringer i
recessen.

Opfindelsen beskrives i det fglgende narmere i forbindelse
med tegningen, hvor
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Fig. 1 er et perspektivisk billede ovenfra af geldiffusionsappa-

ratet med [8get pa plads,
fig. 2 det samme billede som i fig. 1 med l&get Igftet fra den

 lave béholder,

fig. 3 et endebillede af geldiffusionsapparatet med I8get pa
plads,

fig. 4 et tvearsnitsbillede taget langs linien 4-4 i fig. 1,

fig. 5 et planbillede ovenfra af den lave beholder,

fig. 6 et perspektivisk billede ovenfra af en anden udformning
af geldiffusionsapparatet med l3get pa plads,

fig. 7 det samme billede som i fig. 6, med l1aget Igftet fra denne
udformning af den lave beholder,

fig. 8 et endebillede af denne udformning,

fig. 9 et tveersnitsbillede taget langs linien 9-9 i fig. 6,

fig. 10 et planbillede ovenfra af denne udformning,

fig. 11 et planbillede ovenfra af den lave beholder i endnu en
udformning, og

fig. 12 et planbillede ovenfra af den lave beholder i en yderli-

gere udformning.

Der henvises til fig. 1 for en betragtning af geldiffusionsappa-
ratet 11 ifglge den foreliggende opfindelse. En del af den lave be-
holder 12 kan ses stikkende frem under l&8get 13. Det vil bemarkes,
at geldiffusionsapparatet ifgige opfindelsen i dette tilfeelde har en
overvejende rektanguler form med en forholdsvis ringe samlet lodret
hgjde. Ved betragtning af fig. 2 fés et klarere billede af den lave
beholder 12, som frembyder en rektanguler pladeform og har en
stgrre del forsat pad et flertal af siderne til tilvejebringelse af en
skulder 14 p8 hver side af denne art. Som det ses, straekker den
lave beholders vandrette ledekanter 15 sig lengere ud end l3get 13.

Laget 13 omfatter en forholdsvis flad gverste del 16. Denne fla-
de gverste del 16 har nedad- og udadrettede sidevagge 17 og til-
svarende endevagge 18. Den lave beholders 12 opadtil endende si-
devaegge 19 og endevagge 20 hazlder indad. L3gets indre tversnits-
dimensioner er stgrre end tvarsnitsdimensionerne langs den lave be-
holders 12 top, men mindre end tversnitsdimensionerne noget under

den lave beholders top. Disse dimensioner ggr det muligt for laget

at hvile p8 den lave beholders respektive ende- og sidevaegge. Ved
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benyttelse af et 18g med ende- og sidevagge af tilstrakkelig hgjde
hviler den flade gverste dels 16 underside ikke p& den lave behol-
ders overflade, men er passende lodret forskudt derfor. Fig. 3
viser ved fremstilling af et endebillede arten af det stablingsforhold,
som opnds imellem I3get og den lave beholder. Tversnitsbilledet i
fig. 4 understreger yderligere dette billede. Det vil kunne ses af
figurerne 3 og 4, at toplukkets nedadrettede kanter ikke ligger an
imod skulderens 14 gvre overflade.

Den lave beholder 12 har, som det kan ses af figurerne 2 og
5, en langstrakt reces 23 med en bund 22. Recessens sidevagge 24
har et antal med mellemrum anbragte bueformede indsnit 25. De bue-
formede indsnit i en sidevaeg befinder sig direkte over for de bue-
formede indsnit i den anden sidevag. De af modstdende indsnit dan-
nede buer afgranser hver iser afsnit, som udggr ca. 1/4 imaginer
cirkel. Recessen ser derfor ud som om den er fremkommet ved fjer-~
nelse af de imellem et antal cirkulere recesser liggende dele, séledes
at alle recesserne nu er i forbindelse med hinanden. En vigtig fordel
ved dette arrangement er, at det flydende geldannende materiale
kan indfgres et hvilket som helst sted i recessen 23. Det geldannen-
de materiale, som er flydende, vil s8 strgmme ind i recessens 23
andre dele eller rum, hvorved indfgrelse af det geldannende materi-
ale i individuelle undersggelseszoner undgas.

Materialet til fremstilling af geldiffusionsapparatet ifglge den
foreliggende opfindelse kan veare et formstof, sdsom et stift gennem-
sigtigt eller gennemskinneligt formstof. | et sidant tilfelde kan laget
13 og den lave beholder 12 fremstilles ved sprgjtestgbningsmetoder.
| fig. 4 kan det ses, at den lave beholder er underskaret langs sin
bund. Ved benyttelse af gennemsigtigt materiale kan diffusionsgra-
den ved undersggelsesforigbet let konstateres igennem bunden savel
som igennem toppen uden behov for fjernelse af l8get 13.

Eghede gennemsigtige formstoffer til fremstilling af geldiffu-
sionsapparatet ifglge opfindelsen er fx. polystyren, polycarbonat,
polyethylen, methyimethacrylat eller "TPX" (methylpentenpolymer).

Opmerksomheden henledes nu pd figurerne 6-10. Disse figurer
svarer hhv. til figurerne 1-5, som er diskuteret detaljeret ovenfor.
Figurerne 6-10 forestiller en anden udformning. Det vil imidlertid
kunne ses, at denne modifikation primaert anglr tilvejebringelsen af



05

10

15

20

25

30

35

146137

“to parallele recesser 31 og 32, som hver isar har en form, som sva-

rer til formen af den ovennavnte reces 23. Ved denne udformning
kan det vare bekvemt at tilvejebringe en noget stgrre lav beholder
for at skaffe plads til de to recesser. Da denne udformning i andre
henseender i det vasentlige svarer til den fgrste udformning, synes

‘det ikke ngdvendigt at beskrive delene som fgr.

Fig. 11 er et planbillede ovenfra af en anden udformning, hvor
den lave beholder har cirkuler form og recessen 35, hvis vagge
har bueformede indsnit, er af ringformet beskaffenhed. Naturligvis
vil 18get vare cirkulsert ved denne udformning. | endnu en udform-
ning, som vist i fig. 12, er recessen 41 udformet som et kvadrat
med et tvarben 42. | denne udformning vil hele apparatet i almin-
delighed have kvadratisk form, idet |3get ogsd vil have denne form.

Det vil af det foregdende tydeligt fremga, at recesserne, som er be-

 regnet til at indeholde gelmediet, kan anbringes i et antal rakker

og antage yderligere forskellige konfigurationer.

Fordelen ved de i figurerne 6-12 viste udformninger er, at kom-
binationer af individuelle recesser pd samme plade tillader forskellige
undersggelser at blive udfgrt pa forskellige tidspunkter uden at tid-
ligere reaktionszoner tranger ind i de ubenyttede dele af gelen pa
pladen. Siledes kan der, hvis recesserne er anbragt i rakker pa

" en plade, som i figurerne 6-10, ikke vere nogen indvirkning imel-

lem rakker af brgnde, fordi hver serie af brgnde er indesluttet i

- sin reces. Tilsvarende kan der, hvis recessen er anbragt i en cirku-

leer form pd en plade, som i fig. 11, ikke vare nogen indvirkning
hen over cirklen. Ved plader ifglge den kendte teknik, som indeholder
et antal brgnde, fx. 24 brgnde pd en enkelt geloverflade, gar til
sammenligning, efter at adskillige af brgndene er blevet benyttet,
nogle af de resterende ubenyttede brgnde sadvanligvis tabt for yder-
ligere brug p.g.a. indvirkning fra de benyttede brgnde.

Ved brug gennemhulles det af et szt modstdende bueformede
indsnit beskrevne omréde eller rum til frembringelse af en enkelt
brgnd pr. rum. ifglge en udfgrelsesform for opfindelsen valges di-
mensionerne séledes, at arealet af hvert rum ligger fra ca. 109 til
ca. 116 og fortrinsvis pd ca. 114 mmz. Et rum med en diameter pd
ca. 12 mm er s@rdeles egnet. Som fgige af den enestdende udnyttel-
se af de bueformede indsnit i recessens sidevagge er geldiffusions-
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apparatet ifglge opfindelsen med det ovennavnte areal pr. rum i
stand til at udfgre ngjagtige fuldt udviklede proteinbestemmeiser,
som hidtil har kravet gelmediumarealer i intervallet fra ca. 161 til
ca. 387 mm? pr. brgnd.

Geldiffusionszonen bestemmes af aktiviteten og mangden af an-
tigen, antistof eller andet biokemisk aktivt stof, der er indeholdt i
gelen, og koncentrationen af det tilsvarende reaktantstof, der er
indeholdt i prgven i brgnden. Den anerkendte konventionelle teknik
kraver, at specificiteten af den antigen- eller antistofholdige gel
frembringer diffusionsringe med en diameter pd ikke mindre end ca.
3,0 mm, fordi mindre zoner ikke er tilstrakkeligt fglsomme til ngjag-
tige kvantitative resultater. Dette krav er baseret pd brugen af en
brgnd af standardstgrrelse p8 ca. 2,5 mm i diameter, hvilket efter-
lader en radius pa i det mindste ca. 0,25 mm pad hver side af brgn-
den med en minimal diffusionsring pd@ 3,0 mm i diameter omkring
brgnden. Fortrinsvis ligger geldiffusionszonediametre i intervallet
fra ca. 3,5 til ca. 9,0 mm for at tilvejebringe den gnskede fgisom-
hed og precision ved mangdebestemmelse.

En anden dimension af interesse er recessens 23 dybde, som
fx. er fra ca. 2 til ca. 5 og fortrinsvis ca. 2,5 mm dyb, idet reces-
sen som angivet er temmelig lav. | almindelighed vil recessen, som
vist i figurerne 1-5, fx. have et volumen p8 fra ca. 1,4 til ca. 1,6
ml. N&r udformningen med to rakker, som vist i figurerne 6-10,
benyttes, er det totale volumen af stgrrelsesordenen fra ca. 2,8 til
ca. 3,2 ml. En lav beholder med ydre mél pd ca. 3,8 gange 9,5 cm
kan faktisk rumme to rekker recesser. Med dimensioner af den neaevn-
te stgrrelsesorden kan almindeligvis tilvejebringes seks rum eller
zoner, nar der benyttes en enkelt reces, mens tolv rum tilvejebrin-
ges med to recesser.

| praksis indeholder hver af beholderens recesser mindst fire
rum, hvoraf tre i almindelighed vil blive benyttet til kontrolprgver
med tre forskellige aktivitetsniveauer og en eller flere vil blive be-
nyttet til den ukendte prgve.

Ved fremstilling af gelmediet kan et hvilket som helst konven-
tionelt geldannelsesmiddel benyttes, fx. gelatine, pectin, silicagel,
stivelse, polysaccharider fra tang eller alger, s8som agar, algin og

carragenin, renset agarose, fx. fremstillet ved de i USA patentskrif-



05

10

15

20

146137

terne nr. 3.281.409, 3.335.127 og 3.362.884 beskrevne fremgangs-

" mader, syntetiske polymere geldannelsesmidler, sdsom det tvarbund-

ne polyacrylamid, der er omhandlet i beskrivelsen til USA patent
nr. 3.046.201, den modificerede cellulose, der er omhandlet i beskri-
velsen til USA patent nr. 3.360.440 og lignende materialer.

Gelmaterialet kan indeholde mindre mangder af forskellige addi-
tiver, sdsom fx. puffermaterialer, praserveringsmidler, beskyttel-
sesmidler, elektrolyter, overfladeaktive midler og lignende stoffer,
til dels afhangende af den specifikke undersggelse, som skal udfg-
res med geldiffusionsapparatet ifglge opfindelsen.

Apparatet kan fx. benyttes til mengdebestemmelse af sma kon-
centrationer af antigener, antistoffer, enzymer, hormoner, proteiner,
steroider, produkter af carbohydrat, protein og lipid metabolisme,
antibiotika og andre medikamenter og medicinalvarer, som indgives
til behandling af sygdomme, og lignende bestanddele af biologiske
vasker, sisom blodserum, plasma, urin og cerebrospinal vaske.

Eksempler p& radiale diffusionsundersggelser, hvortil apparatet
er egnet, er prgver for hormoner, s3som HCG, som omhandlet i be-
skrivelsen til USA patent nr. 3.171.783, prgver for DPNH-bundne
enzymer, s8som LDH, og hydrolytiske enzymer, sdsom amylase, prg-
ver for blodkoagulationsbestanddele, sdsom plasmin og plasminogen,
samt thrombin og prgver for komplementbindingsantistoffer.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til udfgrelse af radiale geldiffusionsunder-
sggelser pd en serie biologiske prgver, hvorved prgverne bringes i
kontakt med en gel indeholdende en passende biokemisk aktiv reak-
tant for de biologiske prgver ved diffusion fra et antal udboringer i
gelens overflade, KENDETEGNET ved, at den anvendte gel er inde-
holdt i mindst én reces i en beholders gvre overflade, hvilken reces
har bueformede indsnit i hver af sidevaggene, hvorhos de buefor-
mede indsnit i en af sidevaggene befinder sig over for de bueforme-
de indsnit i den anden sidevag, hvorved der afgranses et antal rum,
som hver iszr er forbundet med i det mindste et andet rum ved ind-
snavringer i recessen.

2. Apparat til brug ved fremgangsméden ifgige krav 1 til ud-
fgrelse af radiale geldiffusionsundersggelser pad en serie biologiske
prgver, KENDETEGNET ved, at det omfatter en beholder (12), som
er forsynet med mindst én reces (23, 31, 32, 35, 41) i sin gvre over-
flade, hvilken reces har bueformede indsnit (25) i hver af sidevaeg-
gene, hvorhos de bueformede indsnit i en af sideveggene befinder
sig over for de bueformede indsnit i den anden sidevag, hvorved
der afgrenses et antal rum, som hver iszr er forbundet med i det
mindste et andet rum ved indsnavringer i recessen.

3. Apparat ifglge krav 2, KENDETEGNET ved, at det af et sat
modst3ende bueformede indsnit i recessens sideveegge beskrevne areal
ligger i intervallet fra ca. 109 til ca. 116 mm2 pr. rum.

4, Apparat ifgige krav 2 eller 3, KENDETEGNET ved, at reces-
sens dybde ligger i intervallet fra ca. 2 til ca. 3 mm.

5. Apparat ifglge krav 2, 3 eller 4, KENDETEGNET ved, at
recessen (23, 31, 32) er langstrakt.

6. Apparat ifglge krav 2, 3 eller 4, KENDETEGNET ved, at
recessen (35) er ringformet.

7. Apparat ifglge krav 2, 3 eller 4, KENDETEGNET ved, at

recessen (41) har firkantet form.

Fremdragne publikationer:

DE fremlzggelsesskrift nr. 1598163
FR patent nr. 1598197
Clin.Chim,Acta, 21 (1968), side 517-520.
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