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Opfindelsen angdr en fremgangsmide til pavisning og/eller
pestemmelse af en eller flere komponenter af reaktionen
mellem et specifikt binderprotein og det tilsvarende binde-
lige stof, ved hvilken der anvendes en eller flere markede
komponenter, som er fremkommet ved at koble partikler af en
dispersion af et metal, en metalforbindelse eller polymere
kerner overtrukket med et metal eller en metalforbindelse,

og som har en partikelstgrrelse pA mindst 5 nm, direkte eller
indirekte til den gnskede komponent af reaktionen. Under reak-
tionen eller efter en tilstrazkkelig reaktionstid bestemmes

de fysiske egenskaber og/eller mengden af metal og/eller

det dannede metalholdige agglomerat i prgven, eller eventuelt
efter en adskillelse af de bundne og frie metalmazrkede kom-
ponenter 1 en af de afledte fraktioner pd i og for sig kendte
mader.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til pa-
visning og/eller bestemmelse af en eller flere komponenter
i reaktionen mellem et specifikt binderprotein og det til-
svarende bindelige stof i en vandig prgve under anvendelse
af den kendte bindingsaffinitet af sadanne komponenter til
hinanden. Disse komponenter kan vare receptorproteiner eller
immunokemiske komponenter, sdsom haptener, antigener eller

antistoffer.

Der kendes et stort antal immunokemiske metoder, ved hvilke
tilstedevarelsen af en vis immunologisk komponent bestemmes
kvalitativt og/eller kvantitativt ved at udnytte de gensidige
reaktioner mellem disse komponenter, sdsom reaktionen mellem

antigen og antistoffet til dette antigen.

Ved undersggelsen af s8danne reaktioner til pavisning og/el-
ler bestemmelse af den ¢gnskede komponent kan der ggres brug
af hjelpemidler, f.eks. fysiske hjalpemidler, sdsom et elek-
tronmikroskop, eller der kan ggres brug af et reagens, som
er forsynet med en merkning, der kan pdavises eller bestemmes

i en lavere koncentration end det dannede immunokompleks selv.

Som eksempler pd kategorien af kvalitativ immunokemisk tek-
nik kan navnes immunodiffusionsmetoden udviklet i 1948 af
Ouchterlony og varianten deraf, immunoelektroforese, udvik-
let i 1953 af Grabar. Radial immunodiffusionsmetoden udviklet

af Mancini i 1965 kan anvendes kvantitativt.

Immunodiffusionsteknikken kan karakteriseres ved anbringelse
af et tyndt lag agar p& en glasplade, hvorefter der fremstil-
les to huller i gelen, lidt fra hinanden. Prgvevasken med
antigen indfgres i et af hullerne, og et antiserum i det an-
det. Som fglge af diffusionen af de to stoffer i gelen, mgder
de hinanden og danner en synlig udfaldningslinie. Selv om den-
ne metode er forholdsvis simpel, har den et antal ulemper,
isar den kendsgerning, at diffusionen varer nogen tid, og at

resultaterne i reglen kun giver en kvalitativ indikation. De



10

15

20

25

30

DK 159799B

andre immunokemiske metoder har ogsd deres ulemper, som bort-
set fra specifikke ulemper i almindelighed bestidr af en for
lané varighed af prgven, en lav fglsomhed og/eller tilveje-
bringelse af kun kvalitative indikationer.

Foruden disse immunokemiske metoder med ikke-mzrkede stoffer,

er der udviklet nogle metoder med markede stoffer i de senere

dr, hvoriblandt der kan navnes hamagglutinationsprgven, ved
hvilken en af komponenterne bindes til overfladen af erythro=
cyter, immunofluorescensteknikken, ved hvilken en af kompo-
nenterne merkes med en fluorescerende forbindelse (fluorcchon,
den radioimmunologiske bestemmelse udviklet af Yalow og Ber-
son, ca. 1959, ved hvilken der i stedet for en fluorophor
anvendes et radioaktivt atom eller en radioaktiv gruppe som
merke, og den nyeste teknik til enzymimmunologisk bestemmel-
se, hvorom den fgrste offentligggrelse fremkom i 1971 fra to
grupper, der arbejder uafhengigt af hinanden, nemlig de
svenske forskere Engvall og Perlmann og de hollandske Schuurs
og van Weemen. Den sidstnezvnte bestemmelse er i princippet
analog med de kendte radioimmunologiske bestemmelser, men med
den forskel, at der anvendes et enzym som merke i stedet for

radioaktiv merkning.

Den meget anvendte radioimmunologiske bestemmelse har givet
mange fordele, men der findes nogle vasentlige ulemper i for-
bindelse med denne metode, sédsom risikofaktoren, der stdr i
forbindelse med at arbejde med radioaktivt materiale, de hégje
priser for reagenser og apparat, den darlige stabilitet af
radioaktivt merkede reagenser og det krav, at kun kvalifice-

ret personale far lov at udfgre disse bestemmelser.

Den enzymimmunologiske bestemmelsesmetode har ikke disse
ulemper, men det er alligevel ¢gnskeligt, at der udvikles ny
bestemmelsesteknik, som er endnu mere fglsom, kan udfgres hur-
tigere, lettere kan automatiseres og/eller ggre det muligt

at bestemme mere end én immunokomponent samtidigt.
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Desuden er der et stort behov for en pdlidelig og praktisk

bestemmelse af receptorproteiner.

Dette opnds ved den foreliggende opfindelse, der angar en fremgangsma-
de til pavisning og/eller bestemmelse af en eller flere komponenter
af reaktionen mellem et specifikt binderprotein og det
tilsvarende bindelige stof i en vandig prgve under anvendel-
se af den kendte bindingsaffinitet af disse komponenter til
hinanden, og fremgangsmdden er ejendommelig ved, at der an-
vendes en eller flere merkede komponenter, fremkommet ved
kobling direkte eller indirekte af den ¢nskede komponent af
reaktionen til partikler i en vandig dispersion af et metal,
en metalforbindelse eller polymere kerner overtrukket med et
metal eller en metalforbindelse, og som har en partikelstgr-
relse pa mindst 5 nanometer, idet under reaktionen eller ef-
ter en passende reaktionstid, eventuelt efter adskillelse af
de bundne og frie m@rkede komponenter, de fysiske egenskaber
og/eller mengden af metallet og/eller det dannede metalhol-
dige agglomerat bestemmes i prgven eller en af de afledte
fraktioner pd i og for sig kendte méder, hvilken bestemmelse
giver en kvalitativ og/eller kvantitativ indikation af kom-

ponenten eller komponenterne, som skal pavises og/eller be-

' stemmes.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er sarligt egnet til be-
stemmelse af immunokemiske komponenter, sdasom haptener, anti-

gener og antistoffer.

Partiklerne i den vandige dispersion af et metal, en metal-
forbindelse eller polymere kerner, overtrukket med et metal
eller en metalforbindelse, har en partikelstgrrelse pad mindst
5 nanometer og fortrinsvis 10 til 100 nanometer. Dispersioner
med en partikelstgrrelse pd 10 til 100 nanometer af den dis-
perse fase er i reglen soler, men andre typer dispersioner

er ikke udelukket.

Komponenten, der skal markes, kobles direkte eller indirekte
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til de disperse partikler. Ved kobling forstds enhver kemisk
eller fysisk binding, sdsom binding via kovalente bindinger,

via hydrogenbindinger, polar attraktion og adsorption.

Hvor der i den foreliggende beskrivelse anvendes udtrykket
metalsolpartikler, skal dette forstds som betegnende par-

tikler af en sol bestdende af et metal, en metalforbindelse
eller polymere kerner overtrukket med et metal eller en me-

talforbindelse.

Brugen af metalsolpartikler isar . af guldsoler, som er
dzkket pa overfladen med antistoffer,til pavisning af forde-
lingen af et antigen over en celleoverflade ved hijzlp af
scanningelektronmikroskopi, hvor metalsolpartiklerne anven-
des som kontrastforggende marke, er allerede blevet beskre-
vet for nogle &r siden (se en artikel af M. Horisberger i
Experientia, side 1147-1149, 15. oktober 1975), men anvendel-
sen af disperse partikler, fortrinsvis metalsolpartikler som
merke for en immunologisk komponent til en in vitro kvalita-
tiv og kvantitativ bestemmelse af immunologiske komponenter,
sdsom haptener, antigener og antistoffer 1 et vandigt prgve-
medium er ikke tidligere beskrevet og har overraskende vist

sig at vare mulig.

Den immunokemiske teknik med metalsolpartikler ifglge opfin-
delsen kan vare ikke blot mere fglsom end den kendte radio-
immuno- og enzymimmunoteknik, men ggr det endvidere muligt
at pdvise og bestemme mere end &n immunologisk komponent i
samme prgvemedium samtidig ved at anvende solpartikler af

forskellig kemisk sammensaztning som merker.

Metalsolerne kan vare af metaller eller metalforbindelser,
sisom metaloxider, metalhydroxider og metalsalte eller af
polymere kerner overtrukket med metaller eller metalforbin-
delser. Som eksempler kan navnes metallerne platin, guld,
sglv og kobber og metalforbindelserne sgplvjodid, sglvbromid,
kobberhydroxid, jernoxid, jernhydroxid, aluminiumhydroxid,
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chromhydroxid, vanadinoxid, arsensulfid, manganhydroxid,
blysulfid, mercurisulfid, bariumsulfat og titandioxid.
Generelt kan anvendes alle metaller eller metalforbindelser,

som let kan pa&vises ved hijzlp af kendt teknik.

Det er sommetider fordelagtigt at anvende soler med disper-
gerede partikler bestdende af polymere kerner, overtrukket
med ovennavnte metaller eller metalforbindelser. Disse par-
tikler har lignende egenskaber som den disperse fase af
rene metaller eller metalforbindelser, men stgrrelse, vagt-
fylde og metalindhold kan kombineres optimalt.

Fortrinsvis anvendes metaller eller metalforbindelser, som
ikke er tilstede eller kun er tilstede i meget sm& mangder
i prgvemediet, isar de metaller eller metalforbindelser, som

har lav sporingsgranse ved egnet analyseteknik.

Metalsolpartiklerne, der skal anvendes som merke, kan frem-
stilles pad mange forskellige mdder, der er kendt i sig selv.
Til fremstilling af f.eks. en guldsol kan henvises til en
artikel af G. Frens i Nature Physical Science 241, 20 (1973).

. Metalsolpartiklerne barer en ladning, som giver en stabili-

serende virkning ved gensidig frastgdning. Ved tilsatning af
hovedsagelig sterke elektrolytter zndres ladningsmgnstret,
som f@glge af hvilket der sker aggregation og flokkulation.
Dette kan forhindres ved at overtrazkke partiklerne med makro-
molekyler, som har polere grupper, sdsom proteiner, polyethy=

lenglycoler, polymere kulhydrater og polyvinylalkoholer.

Som beskyttende proteiner er det muligt at anvende antigener,
antistoffer og anti-antistoffer, eller immunokemisk aktive
fragmenter deraf, eller haptener, som er blevet koblet til
immunokemisk indifferente beskyttende makromolekyler, hvilket

resulterer direkte i immunokomponenter market med metalsol-
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partikler.

Det er ikke ngdvendigt, at immunokomponenter anvendes ude-
lukkende til overtrakning af metalsolpartiklerne, for selv
om dette giver en stabiliserende virkning, kan den immuno=
kemiske reaktionsdygtighed vere mindre end forventet, sand-
synligvis p& grund af sterisk hindring. Det har derfor vist
sig fordelagtigt ogsd at overtrazkke kun delvis med en immuno=
komponent og at fuldende overtrakningen med et andet beskyt-
tende, men immunokemisk indifferent materiale, sasom indif-
ferente proteiner, f.eks. albumin, en polyethylenglycol eller
et andet polart makromolekyle. Som overtrakningsmateriale
kan der ogsé ggres brug af protein A eller beslagtede prote-
iner, som har reaktionsdygtighed over for Fc-delen af anti-
stoffer. Efter overtrakning af metalsolpartiklerne med pro=
tein A kan der bevirkes en yderligere overtrakning med et

valgt antistof.

En anden mulighed bestdr i fgrst at overtrzkke metalsolpar-
tiklerne med et indifferent hydrofilt makromolekyle, f.eks.
en polymer eller copolymer, hvorefter den immunologiske kom-
ponent kobles med overtraksmaterialet ved adsorption eller

ved kovalent binding.

De sm& kugler fremkommet efter overtrzkning kan indeholde en
enkelt metalsolpartikel, men det er ogsa muligt, at den poly=

mere indeslutter mere end en metalsolpartikel.

Overtrakningen af metalsolpartiklerne med den indifferente
polymer kan ske pé& to mader, enten ved at bringe metalsolen
i bergring med den polymere eller ved indfgring af metalso-
len i omgivelser indeholdende en monomer eller forskellige
monomere og bringe disse til at polymerisere eller copolyme=
risere in situ. Polymerisationen kan igangsattes under pa-
virkning af strdling eller ved tilsatning af igangsattere,

sésom et persulfat.
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Overtrazkning af en metalsolpartikel ved polymerisation af
det monomere medium, hvori partiklen befinder sig, under pé-
virkning af en uorganisk igangsatter, sasom et persulfat,
indebarer praktiske vanskeligheder, da solen flokkulerer ved
tilsetning af en sadan igangsatter. Det har nu vist sig, at
en s&dan overtrakning er mulig ved fgrst at beskytte metal-
solpartiklerne, derpa indfgre. de beskyttede partikler i det
monomere medium og derpd til sidst igangsatte polymerisatio-
nen. De ovenfor navnte forbindelser kommer i betragtning som

beskyttende materiale.

Kompohenterne merket med metalsolpartikler anvendes som rea-
gens i almindelighed i kombination med andre reagenser til
padvisning og kvantitativ bestemmelse af receptorproteiner og
haptener, antigener og antistoffer i et vandigt prgvemedium,
hvortil enhver art immunokemisk teknik, der anvendes i radio-

immunoprgver og enzymimmunoprgver kommer i betragtning.

Opfindelsen angédr derfor ogsa proveudstyr til brug ved sadan
immunokemisk teknik og som angivet i krav 10's indledning,
hvilket udstyr er ejendommelig ved det i krav 10's kendeteg-

nende del angivne.

En af de sadvanlige immunokemiske metoder er den kompetitive
immunoprgve, som kan anvendes til pavisning og bestemmelse af
enhver immunokomponent. Til pévisning af f.eks. et vist an-
tigen bestdr denne metode i at bringe en prgve indeholdende
en ukendt mezngde antigen i ber¢£ing med enten en vis mangde
af det pdgazldende metalmazrkede antigen og et uoplgseliggjort
antistof mod dette antigen, eller en vis mengde uoplgselig-
gjort antigen og et metalmarket antistof mod dette antigen.

Efter en tilstrazkkelig reaktionstid bestemmes karakteren og/

eller mengden af metallet i den bundne eller frie fraktion,
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hvilket giver henholdsvis en kvalitativ eller kvantitativ
indikation af antigenet, som skal bestemmes. Med passende
@ndringer i enkelthederne anvendes en analog fremgangsmade

til bestemmelse af andre immunokomponenter.

De s&kaldte sandwich-metoder anvendes ogséd meget. Disse er
ogsd sarligt egnede til brug af en metalmerkekomponent ifglge
opfindelsen. Ved disse fremgangsmdder bliver en immunologisk
komponent, f.eks. et antistof, hvis et antigen skal bestem-
mes, gjort uoplgselig ved kobling til en fast barer. Denne
faste barer er f.eks. den indre overflade af reaktionsbe-
holderen, hvori den immunokemiske reaktion udfgres. Efter en
indledende inkubation, eventuelt fulgt af en vask, sker der
en anden inkubation med et metalmezrket antistof, hvorefter
metallet bestemmes i den bundne eller den frie fase. Det er
fordelagtigt at bestemme metallet i den bundne fase. Efter
fraskillelse af faserne bliver i dette tilfalde det bundne
merke fortrinsvis frigjort, séledes at metallet kan bestem-

mes i den fremkomne vaske.

Endvidere kan anvendes en homogen agglutination. Hvis prgven
indeholder den immunokemiske komponent, som skal bestemmes,
sker der agglutination med den markede immunokemiske kompo-
nent, hvilket resulterer i en andring af optiske egenskaber.
Et kvalitativt eller semikvantitativt resultat kan opnés ved
iagttagelse af farveandringen. Det er ogsd muligt at iagttage

reaktionens forlgb med et spektrofotometer.

Foruden de ovennavnte fremgangsmdder er der talrige andre
immunokemiske metoder, hvori de metalmarkede immunokomponen-
ter kan anvendes som reagens. Den foreliggende opfindelse g¢r
det ogs& muligt at pdvise forskellige haptener, antigener,
antistoffer eller kombinationer deraf samtidig i én prgve
ved som reagens for hver af komponenterne, der skal pavises
at anvende en immunokomponent, der er blevet market med en

forskellig metalsolpartikel.
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M&lingen af de fysiske egenskaber og/eller koncentrationen
af metallet og/eller det dannede metalholdige agglomerat i
en vis fase af reaktionsblandingen kan ske under anvendelse
af meget forskellig teknik, der er kendt i sig selv. Som
eksempler p& disse fremgangsmader kan navnes den kolorime-
triske bestemmelse, ved hvilken der ggres brug af den in-
tense farve af nogle dispersioner, som endvidere a&ndrer far-
ve med fysiskkemiske andringer, den visuelle metode, der of-
te allerede er anvendelig til kvalitative bestemmelser i
betragtning af den ovennavnte omstandighed, at metalsoler

er farvede. Brugen af flammeemissionsspektrofotometri eller
en anden plasmaemissionsspektrofotometrisk metode, som gg¢r
samtidig bestemmelse mulig, og den meget fglsomme metode med

flammefri atomabsorptionsspektrofotometri.

Fortrinsvis indeholder prgveudstyret en metalmzrket komponent
bestiende af en sol, som har partikler med en stgrrelse, der

varierer fra 10 til 100 nanometer, som er enten direkte over-
trukket med komponenten i reaktionen eller med en indifferent

polymer, hvortil den gnskede komponent er blevet koblet.

Den metalmerkede komponent i prgveudstyret ifglge opfindel-
sen kan vare en metalmerket immunokomponent. Den metalmerkede
komponent kan vare tilstede som en dispersion, men overras-
kende viste det sig at vare muligt at f& et stabilt fryseteor-
ret produkt, som kan gendispergeres fogr brugen. Opfindelsen
angar saledes ogsa et fryseterret reagens til brug ved den om-
handlede fremgangsmade, hvilket reagens er ejendommeligt ved
det i den kendetegnhende del af krav 12 angivne. Den frysetor-
rede, metalmearkede komponent kan ogsd indeholde stedpudestof-
fet, som kraves til udforelse af reaktionen mellem det speci-

fikke binderprotein og det tilsvarende bindelige stof.
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Opfindelsen illustreres narmere af fglgende eksempler.

Eksempel 1.

Kolorimetrisk bestemmelse af human placental lactogen (HPL)
ved hjelp af et antistof merket med guldpartikler fra et

kanin anti-HPL serum.

1.1. Fremstilling af guldsolen.

500 ml1 af en 0,10 g/l hydrogenguldchlorid (HAuCl4) oplgsning
i destilleret vand opvarmes til kogepunktet i et bagerglas
ved en kapacitet pa 800 ml. 3,5 ml af en 10 g/l oplgsning af
trinatriumcitrat i destilleret vand indfgres i den kogende
oplgsning, hvorefter guldsolen, som er blevet mgrkergd efter
en begyndende bl& farve, koges i yderligere 15 minutter. Ef-
ter afkgling til stuetemperatur fyldes den s&ledes fremkomne
rgde guldsol op til et rumfang til 500 ml med destilleret
vand i en volumetrisk kolbe. Den pd denne made fremkomne
guldsol bestdr af guldpartikler med diametre mellem 45 og 70
nanometer, bekrazftet med elektronmikroskopi. En guldsol frem-
stillet pa denne mé&de havde en pH-vardi pa 3,45 pa 0,07 og et
lysabsorptionsmaksimum ved 536 nanometer, medens Aé3gmnm =
1,15 + 0,03.

1.2. Fremstilling af kanin anti-HPL sera.

Anti-HPL sera blev fremstillet ved at indsprgjte en HPL-oplgs-

ning i kaniner efter fglgende skema:
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Dag Injektionsmade g HPL Oplgst i med CFA
NaCl 9 g/1
1 intramuskulart 100 0,5 ml 0,5 ml
15 " 200 0,5 ml 0,5 ml
29 " 400 0,5 ml 0,5 ml
43 intravengst 200 1,0 ml -

50 blodprgve til bestemmelse af titeren af antiserummet

1 en EIA-prgve.

Kaninerne blev tappet s& snart titeren af antiserummet ved

en EIA HPL-prgve var stgrre end 1:5000. Hvis dette ikke var
tilfeldet, fik kaninerne en yderligere injektion af 200 ug
HPL i 1,0 ml 9 g/1 NaCl (intravengst), og titeren af anti-
serummet blev bestemt igen 7 dage efter denne injektion. An-
tiseraene blev lagret ved -25°C eller frysetgrret og deref-
ter lagret som et tgrt pulver ved -25°C.

1.3. Frémstilling af anti-HPL immunglobulinoplgsningen af

kanin anti-HPL serum.

Til dette formal oplgses 600 mg frysetgrret kanin anti-HPL
serum i 7,5 ml af en 9 g/1 NaCl oplgsning. 10 ml 180 g/1
Nazso4 oplgsning i destilleret vand tilsettes sa, efterfulgt
af 1,35 g fast Na2S04. Den fremkomne uklare vaske far lov

at hensté& i et centrifugeglas i 1 time, hvorefter vaesken
centrifugeres med 25000 N/kg i 10 minutter. Den overliggende
vaske frasuges, og remanensen gendispergeres i 20 ml af en
180 g/1 Na,50, oplgsning i destilleret vand. Denne fremgangs-—

made gentages to gange.

Efter den sidste centrifugering og fjernelse af den overlig-
gende vaske ved sugning oplgses remanensen i 20 ml af en

9 g/1 oplgsning af NaCl i destilleret vand. Denne oplgsning
dialyseres over for 6 liter dialysevaske bestdende af en

0,3 g/1 NaCl oplgsning i destilleret vand, som var blevet
indstillet til en pH-verdi pd 7,0 med en oplgsning af 0,2 mol

K2C03 i 1 liter destilleret vand. Dialyse fortsattes i 16



10

15

20

25

30

DK 159799B

12

timer ved 4°C, hvorefter den dialyserede vaske centrifugeres
ved 160.000 N/kg i 20 minutter. Immunoglobulinoplgsningen
lagres i 1 ml flasker ved en temperatur pa -20°¢c.
Immunoglobulinindholdet bestemmes ved mdling af A%GSmnm og
A%SSmnm af en tidobbelt fortynding af immunoglobulinopl@gs—
ningen under anvendelse af et spektrofotometer. Immunoglobu=
linindholdet G i mg/ml kan s& beregnes ved anvendelse af

_ lem _ 1 cm
formlen G = 10 x [(1,45 x Ajgq )~ (0,75 x By om’ 1

1.4. Fremstilling af konjugatet af guldpartikel og kanin

anti-HPL immunoglobulin.

500 ml af guldsolen fremstillet som beskrevet under 1.1. ind-
stilles til pH 7,0 ved hjalp af en oplgsning af 0,2 mol KZCO3
i 1 liter destilleret vand. 0,5 ml af kanin anti-HPL immuno=
globulinoplgsningen med et indhold af 125 pg immunoglobulin
pr. ml, sattes drabevis under kraftig omrgring til 25 ml af
den neutraliserede guldsol. 0,5 ml af en 50 g/1 oplgsning af
okseserumalbumin (BSA) i 5 mmol NaCl/liter i destilleret
vand, som er blevet indstillet til pH 7,0 med en 0,2 ml K2CO3
oplgsning i 1 liter vand, tilsattes s&, ligeledes under om-

rgring.

Det p& denne mdde fremkomne konjugat af guldpartikel og ka-
nin anti-HPL immunoglobulin centrifugeres ved 25.000 N/kg i
10 minutter, hvorefter den overliggende vaske frasuges. Den
rgde pellet, bestdende af konjugatet, optages i et sadant
rumfang (ca. 23 ml) TRIS, 0,01 mol/liter indstillet
til pH 7,4 med 0,01 mol/liter HCl i destilleret vand (0,01
mil/liter TRIS/HCl stgdpude, pH = 7,4), at den endelige
cm

A536 nm er 1,00.

1.5. Overtrzkning af Microelisa(:) plader med kanin anti-HPL

immunoglobuliner.

Til dette formdl fremstilles en kanin anti-HPL immunoglobulin-
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oplgsning med et indhold af 25 ug immunoglobulin pr. mil,

i en oplgsning af 0,04 mol NazHPO4 pr. liter indstillet til
pH 7,4 med en oplgsning af 0,04 mol NaH2P04 pr. liter, beg-
ge i destilleret vand, hvortil der er sat 0,1 g/l Merthiolat.

0,1 ml af den ovenfor beskrevne immunoglobulinoplgsning an-
bringes i hver fordybning i Microelisa pladen, hvorefter
pladen inkuberes i 16 timer ved 0-4°C. 0,1 ml 200 g/l BSA-
oplgsning i en 0,04 mol/l phosphatstg¢dpude, pH 7,4, hvortil
der er sat 0,1 g/l Merthiolat, pipetteres sa i hver fordyb-
ning, og det hele inkuberes i yderligere 30 minutter ved stue-
temperatur. Fordybningerne i Microelisa ® pladerne suges nu
tomme og vaskes 3 gange med destilleret vand, hvorefter de
holdes ved -20°C til brugen.

1.6. Forsggsprotokol for HPL bestemmelse med konjugat af

guldpartikler og kanin anti-HPL immunoglobulin.

l.6.a. Bestemmelse af en standardkurve for HPL.

En standardkurve blev konstrueret for HPL efter nedenstdende

protokol.

1. Pipettér 0,1 ml af standard HPL-oplgsning i en fordybning
i en Microelisa plade overtrukket med kanin anti-HPL immu=

noglobulin og inkuber i 2 timer ved stuetemperatur.

2. Sug fordybningen tom og vask den med 0,1 ml 0,01 mol/1
tris/HCl stgdpude, pH 7,4.

3. Pipettér 0,1 ml konjugat af guldpartikel og kanin anti-
HPL immunoglobulin (Aé3§Tﬁ1= 1,00) i fordybningen og inkubel

natten over ved stuetemperatur.

4. Tgm fordybningen ved sugning og vask den med 0,3 ml 0,01
mol/l tris/HCl/NaCl stgdpude, pH 7,4.
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5. Pipettér 0,1 ml 0,1 mol/l HCl-oplgsning i vand i fordyb-
ningen og lad denne virke i 30 minutter i et rysteapparat.

6. M3l lysabsorptionen ved 536 nm med et spektrofotometer

af lille rumfang.

Resultaterne af bestemmelsen af en standardkurve er anfgrt

i nedenstéende tabel.

HPL koncentrat%on i AéBEmnm ved slutningen af prgven
standardoplgsningen,
ng/ml
0 0,030
0,2 0,030
0,8 0,060
3,2 0,106
12,5 0,136
50 0,188
200 0,220

Oplgsningsmidlet for HPL standardoplgsningen er 0,04 mol/1
phosphatstgdpude + 1 g/1 BSA + 9 g/1 NaCl, pH 7,4.

1.6.b. Bestemmelse af HPL i serum fra svangre kvinder.

Sera fra svangre kvinder blev fortyndet saledes, at HPL-

niveauet 18 fra 5 til 80 ng/ml.

Fortyndingsmidlet for seraene var 0,04 mol/l phosphatstgd-
pude, pH 7,4 + 1 g/1 BSA + 9 g/1 NaCl.

Ved hijzlp af forsggsprotokollen, beskrevet under l.6.a.,
blev HPL-koncentrationerne af de fortyndede sera bestemt
under anvendelse af den konstruerede standardkurve. Efter
korrektion for fortyndingsfaktoren, fremkom fglgende resul-

tater.
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Serum HPL-indhold, EIA-pr¢ve HPL-indhold, MIA
A (5 + 0,5 ug/uml + 1 uguml
B 3,2 + 0,4 ug/ml 3,5+ 0,8 ug/ml
C /7 + 0,1 yg/ml + 0,3 ug/ml
Eksempel 2.

Bestemmelse af HPL ved hjalp af guldpartikelmazrkede antistof-
fer og atomabsorptionsspektrofotometri.

®

2.1. Fremstilling af reagenser og overtrukne Microelisa

plader.

Fremgangsmaden til fremstilling af konjugat af(%?ldpartikler
og kanin anti-HPL immunoglubulin og Microelisa plader over-
trukket med kanin anti-HPL immunoglobulin var den samme som

beskrevet i eksempel 1.

2.2. Forsggsprotokol.

2.2.a. Bestemmelse af standardkurve for HPL.

For at konstruere en standardkurve for HPL blev der foretaget
seriefortyndinger af HPL af i rzkkefglge 1, 10, 100 og 1000
ng/ml og en blank. Oplgsningsmidlet for HPL var 0,04 mol/l
phosphatstgdpude, pH 7,4, hvortil der var sat 1 g/l BSA og

9 g/1 NacCl.

1. Pipettér- 0,1 ml standard HPL-oplgsning i fordybningen i
den overtrukne Microelisa-plade og inkuber i 2 timer ved

stuetemperatur.

2. Sug fordybningen tom og vask med 0,1 ml 0,02 mol/liter
tris/HCl stgdpude, pH 7,4.

3. Pipettér 0,1 ml konjugat af guldpartikel og anti-HPL

. 1 cm
antistof (Ag3c . = 1,00) i fordybningen og inkuber nat-
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ten over (ca. 16 timer).

4. Sug fordybningen tom og vask den med 0,02 mol/l tris
stgdpude, pH 7,4.

5. Pipettér 0,1 ml HC1l, 0,1 mol/l, i fordybningen og lad
dette reagere under rystning pa en rystemaskine i 30 minut-

ter.

6. M3l nu topverdien af lysabsorptionen ved 242,8 nm i et
flammeatomabsorptionsspektrofotometer udstyret med en injek-

tor af lille rumfang.

Et typisk eksempel pd en standardkurve fremkommet pd denne

madde er vist i nedenstdende tabel.

HPL koncentration i Topvardi af lysabsorption
standardoplgsning ved 242,8 nm efter afslutning af
prgven

0 ng/ml 0,020
1 ng/ml 0,040
10 ng/ml 0,160
100 ng/ml 0,200
1000 ng/ml 0,220.

2.2.b. Bestemmelse af HPL i serum fra svangre kvinder.

Sera fra svangre kvinder blev fortyndet saledes, at HPL-nivea-
et 18 i intervallet 5-80 ng/ml. Fortyndingsmidlet fra seraene
var 0,04 mol/l phosphatstgdpude (pH = 7,4) + 1 g/1 BSA +

9 g/1 NaCl. Ved hjzlp af den under 2.2.a. beskrevne forsggs-—
protokol blev HPL-koncentrationerne af de fortyndede sera

bestemt under anvendelse af den konstruerede standardkurve.

Eksemgel 3.

Visuel pdavisning af hepatitis Bg antigen (HBsAg) ved hjazlp
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af konjugat af guldpartikler og féareanti-HBs immunoglobulin.

3.1. Fremstilling af guldsolen.

Se eksempel 1.1.

3.2. Fremstilling af fare anti-HBs sera.

Far blev injiceret med renset HBsAg-oplgsning.

3.3. Fremstilling af fare anti-HBs immunoglobulinoplgsningen.

1,4 g fast Na2504 sattes til 10 ml fare-anti-HBsAg serum. Ef-
ter at alt natriumsulfatet er oplgst, f&r den uklare vaske
lov at henstd 1 time ved stuetemperatur. Vasken centrifuge-
res s& ved 25.000 N/kg i 10 minutter. Den overliggende vaske
fjernes ved sugning, og remanensen gendispergeres i 10 ml

140 g/1 Na2804—opl¢sning i destilleret vand. Denne fremgangs-

made gentages to gange.

Efter centrifugering sidste gang og fjernelse af den overlig-
gende vaske ved sugning, bliver den dannede pellet oplgst i
10 ml1 9 g/1 NaCl-oplgsning i destilleret vand. Denne oplgs-
ning dialyseres over for 6 liter af en 0,3 g/1 NaCl-oplgsning
i destilleret vand, indstillet til pH 7,0 med en oplgsning

af 0,2 mol/1 K2CO3. Dialysen sker i 16 timer ved 4°C, hvoxr-~
efter den dialyserede vaske centrifugeres i 20 minutter ved
160.000 N/kg.

Immunoglobulinoplgsningen lagres i portioner pd 1 ml i flas-

ker ved -20°C. Immunoglobulinindholdet bestemmes ved den al-
1l cm 1l cm

260 nm’ 2280 nm metode.

lerede beskrevne A

3.4. Fremstilling af konjugat af guldpartikler og fare anti-

HBs immunoglobulin.

Fremstillingen af konjugatet er identisk med fremstillings-
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m&den, der er beskrevet i eksempel 1, pkt. 4, med undtagelse
af, at der blev anvendt en fortyndet oplgsning (125 ng immu-
noglobulin pr. ml) af fdre-anti-HBs immunoglobulinoplgsningen

i stedet for kanin anti-HPL immunoglobulinoplgsningen.

3.5. Overtrakning af‘Microelisa() plader med fare anti-HBs

immunoglobuliner.

Overtrzkningen af Microe]_isa® pladerne med féare anti-HBs

immunoglobuliner udfgres pa den méde, der er beskrevet i ek-
sempel 1, pkt. 5, idet der blev anvendt fére anti-HBs immu-
noglobulinoplgsning i stedet for en kanin anti-HPIL immunoglo=
bulinoplgsning. Ti kontrolfordybninger var inkluderet i hver
plade. Disse fordybninger blev overtrukket med en immunoglo=
bulinoplgsning fra human serum, som var negativ ved fglgende

pr@ver:

Hepanosticon og Hepanostika

Monosticon

Rheumanosticon

Tmmunodiffusion over for normal fareserum

EIA for anti-HBs.

3.6. Forsggsprotokol for en visuelt aflaeselig prgve.

1. Pipetter 0,1 ml af prgven i en fordybning i en overtruk-

ket Microelisa-plade og inkuber i 2 timer ved 37%%.

2. Vask hver fordybning tre gange med 0,3 ml 0,02 mol/1l tris/
HCl1 stgdpude, pH 7,4.

3. Pipetter. 0,1 ml konjugat af guldpartikler og fére-anti-

1l cm
HBs (A536

ved stuetemperatur.

= 1,00) i fordybningen og inkuber natten over

4. Tgm fdrdybningen ved sugning og vask den tre gange med
0,3 ml 0,01 mol/l tris/HCl/NaCl stgpdpude, pH 7,4.



10

15

20

25

DK 159799B

19

5. Pipetter 0,1 ml 0,1 mol/1l HCl oplgsning i destilleret vand
i fordybningen, og lad dette virke i 30 minutter pé& rysteappa-

rat.

6. Bedgm visuelt farven af vasken i fordybningen og sammen-

lign den med den tilstedevarende kontrolfordybning.

Sera, som gav en sterk positiv reaktion i Hepanostika-pr¢ven,

kunne generelt stadig skelnes fra kontrollerne i 8-dobbelt

fortynding.

Eksempel 4,

Bestemmelse af testosteron ved hjalp af et konjugat af sglv-

partikler og testosteron-lla-succinyl-okseserumalbumin.

4.1. Fremstilling af sglvsolen.

8,5 ml af en 10 g/1 AgNO3-opl¢sning i destilleret vand for-
tyndes med 486,5 ml destilleret vand, og 5 ml af en 10 g/1
oplgsning af trinatriumcitrat, 2H20 i destilleret vand til-
sa@ttes si. 40,0 ml af en 10 g/l oplgsning af hydrazin i de-
stilleret vand sattes til denne oplgsning ved stuetemperatur
under kraftig omrgring under anvendelse af magnetisk om-
rgrer. En grad-gul-grgn sglvsol med sterk Tyndall spredning
dannes i lgbet af 60 sekunder. Efter 10-dobbelt fortynding
med destilleret vand, var pH-vardien 8,85, og solen havde en

. o .1 Ccm _
lysabsorption pa A416 —_— 0,83.

20 ml af den ufortyndede sol blev centrifugeret 1 10 minut-
ter ved 25.000 N/kg. 15 ml af den overliggende vaske blev
fjernet ved sugning og erstattet med 15 ml af en 0,1 g/1
trinatriumcitrat,2H20—opl¢sning i destilleret vand (pH 6,88).

Vaskeprocessen blev gentaget to gange. Efter den sidste vask
blev rumfanget fyldt op til 20 ml med den 0,1 g/l natriumci=
tratoplgsning.
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Efter 4-dobbelt fortynding med destilleret vand, havde solen
fglgende egenskaber:

A Pmaks. = 416 mm
1 cm _

Ay, = 1,12

pH = 7,0.

4,2. Fremstilling af testosteron-lla-hemisuccinat-BSA.

40 mg testosteron-lla-hemisuccinat oplgses i 2 ml dimethyl=

formamid, og oplgsningen afkgles til -15°c.

140 mg okseserumalbumin oplgses i 3 ml destilleret vand, hvor-
efter der tilsattes 1 drdbe 4N NaOH og 2 ml DMF, og det hele
afkgles til -15°cC.

12,5 pl N-methylmorpholin og 12,5 ul isobutylchlorformiat sat-
tes nu til steroidoplgsningen. Efter 3 minutter sattes oplgs-
ningen til BSA-oplgsningen. Efter omrgring i 1 time ved -15°
og 3 timer ved 0°c, overfgres oplgsningen til en dialysesak -
og dialyseres natten over over for rindende postevand. Dia-
lysatet fgres gennem en Sephadex G25 s¢gjle, eventuelt efter

centrifugering, og proteinfraktionen opsamles og frysetgrres.

4.3. Fremstilling af antisera for testosteron.

Kaniner blev immuniseret ved injektion af 1,25 mg testosteron-
lla-hemisuccinyl-BSA, oplgst i 2,5 ml fysiologisk saltoplgs-
ning, og 2,5 ml fuldstendig Freunds adjuvant (1 ml i.m. 3
gange, interval 1 uge). De fik sa en intravengs injektion af

1 ml af en oplgsning af 1,25 mg testosteron-lla-hemisuccinyl-

BSA i 5 ml fysiologisk saltoplgsning.

Injektionsskemaet blev gentaget, indtil titeren af antiserum-
met var tilstrakkelig hgj. Kaninerne blev sa tappet, og se-

raene blev lagret ved -20°C indtil anvendelsen.
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4.4, Fremstilling af polystyrenglas overtrukket med kanin-

immunoglobulin over for testosteron.

En kanin-anti-testosteron-immunoglobulinoplgsning fremstil-
les ved udsaltning med 180 g/1 Nazso4 som beskrevet i eksem-
pel 1, pkt. 2.

Den dialyserede immunoglobulinoplgsning fortyndes (til en
koncentration p&d 1 pg immunoglobulin/ml) med en stgdpude
bestdende af 0,1 mol/liter NaH2P04,H20, 60 g/1 saccharose,
indstillet til pH 7,4 med 4 mol/l NaOH. 1 ml af immunoglo=
bulinoplgsningen pipetteres i hver 3 ml polystyrenglas og in-
kuberes natten over ved stuetemperatur. Glassene tgmmes sa
ves sugning og fyldes med 1 ml 10 g/l BSA-oplgsning i oven-
navnte stgdpude. Efter to timer tgmmes glassene ved sugning
og vaskes tre gange med 3 ml destilleret vand. Rgrene tgrres
fuldstendigt ved sugning og tgrres yderligere over silicagel
natten over. De pakkes sd i aluminiumfolie i sat pa 25 med en

pose silicagel og lagres ved 4°¢.

4.5. Fremstilling af konjugat af sglvpartikler og testosteron-

llo-hemisuccinyl-BSA.

20 ml af sglvsolen, fremstillet som beskrevet i 4.1., blev
fortyndet med 80 ml 0,3 g/l NaCl, og pH-verdien blev indstil-
let til 7,0 med 0,01 mol/l NaOH-oplgsning i destilleret wvand.
1l cm _

A421 — 1,08.

3 ml af en oplgsning af testosteron-lla-hemisuccinyl-BSA,

175 ug/ml i 0,3 g/1 NaCl indstillet til pH 7,0 med 0,01 mol/1

NaOH, sattes sd drdbevis til 15 ml af denne sol under kraf-

tig omrgring med magnetisk omrgrer.

Det hele inkuberes i ca. 10 minutter, hvorefter der tilsat-
tes 2 ml 10 g/1 Carbowax 20M-oplgsning i 0,3 g/1 NaCl, ind-
stillet til pH 7,0 med 0,01 mol/1 NaOH. Det ra konjugat vas-
kes derefter ved at centrifugere 10 ml med 25.000 N/kg i 20
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minutter. 9 ml overliggende veske fjernes nu ved sugning og
erstattes af 9 ml vaskevaske bestdende af 1 g/l Carbowax
20M-oplgsning i1 0,3 g/1 NaCl, indstillet til pH 7,0 med 0,01
mol/liter NaOH oplgst i destilleret vand. Efter vask 3 gange,
centrifugeres konjugatet igen, hvorefter den overliggende
vaske fjernes ved sugning. Remanensen gendispergeres i 0,02
mol/liter phosphatstgdpude, pH 7,4. Konjugatoplgsningen har
nu en pH-verdi pa 7,4 og Aizimhm = 1,08. De vaskede konjuga-

ter lagres ved 4°C indtil brugen.

4.6. Forsggsprotokol for bestemmelse af testosteron med kon-

jugatet af sglvpartikler og testosteron-llo-hemisucci=
nyl-BSA.

1. Pipetter en 1 ml prgve i et polystyrenglas overtrukket med

‘kanin-anti-testosteron immunoglobulin og inkuber i 2 timer

ved stuetemperatur.

2. Tgm glasset ved sugning og vask 3 gange med 2 ml 0,02 mol/
liter phosphatstgdpude, pH 7,0.

3. Pipetter 1 ml af konjugatet af sglvpartikler og testoste=
ron-lla-hemisuccinyl-BSA, Aizimhm = 1,08, i glasset og inku-

ber i 16 timer.

4. Sug nu glasset tomt og vask med 2 ml 0,02 mol/liter
phosphatstgdpude, pH 7,0.

5. Pipetter 1 ml 0,1 mol/liter HCl, oplgsning i destilleret

vand, i glassene og lad dette virke i 30 minutter.

o . 1 cm
6. Mal vesken i glasset A421 am*

4.7. Resultater.

Prgvemedierne blev kolorimetrisk bestemt ved hjzlp af en

standardkurve, hvorved der kunne bestemmes mengder af testo=
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steron af stgrrelsesordenen 0,5 ng/ml og stgrre.

Eksempel 5.

Bestemmelse af titeren af human anti-Rubella sera.

5.1. Fremstilling af Rubella-antigenet.

200 ml af en vartcellesuspension (BHK 21C3 fra Rijks Instituut

voor Volksgezondheid, RIV) i kulturmedium (koncentration lO5

levende celler pr. ml) indfgres i en rulleflaske (overflade
490 cm2). Cellekulturen holdes i 16 til 20 timer ved 37°%C.
Kulturmediet fjernes s&, og cellelaget vaskes to gange med
20 ml phosphatpufret saltoplgsning (PBS). 10 ml virussuspen-
sion (virustype M33 RIV) fortyndes s& 1:100 med PBS og ind-
feres i flasken, hvorefter det hele inkuberes ved 37°C i ca.

2 1/2 time.

100 ml vedligeholdelsesmedium tilsattes nu, og kulturen hol-
des ved 37°C. Efter en periode p8 mindst 64 timer, men ikke
overstigende 136 timer, afhangende af bedgmmelsen af den
cytopathiske virkning, hgstes det inkuberede monolag af in-
ficerede celler. Vedligeholdelsesmediet fjernes, og monolaget
af celler vaskes &n gang med 20 ml PBS. Cellerne lgsnes fra
vaggen ved hjalp af sterile glasperler, optages i 90 ml PBS
og fryses wved -20°c.

Efter tgning sattes 10 ml glycinoplgsning (1 mol/l), hvis
pH-vardi er indstillet til 9,0 med fast NaOH, til 90 ml cel-
lesuspension, og det hele blandes grundigt i 6 timer ved
37°Cc. Cellesuspensionen bliver nu ultralydbehandlet i 30 mi-
nutter med afkgling i is, og centrifugeres derefter ved
30.000 N/kg i 30 minutter ved 4°C. Den overliggende vaske
indeholdende Rubella-virussen opsamles og inaktiveres ved

tilsztning i raekkefglge af:

1:100 (v/v) NaOH (1 mol/liter) oplgsning i destilleret vand
1:100 (v/v) frisk fremstillet 10% p-propiolactonoplgsning i
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destilleret vand.

Vasken f3r lov at henstd i 48 timer ved 4OC, hvorpd den cen-
trifugeres i 30 minutter ved 30.000 N/kg og 4°¢c.

Den overliggende vaske er vesken indeholdende Rubella-virus-

sen, som om ngdvendigt kan lagres ved -20°C til brugen.

5.2. Belagning af Microelisa@§;ﬂader med Rubella-antigener.

Rubellaantigenoplgsningen,fremstillet som beskrevet i 5.1.,
fortyndes 1:100 med en 0,05 mol/liter carbonatstgdpude, pH
9,6. 100 pl af denne flydende Rubella-antigenoplgsning pipet-
teres i hver fordybning i Microelisapladen, og det hele in-
kuberes sad i 16 timer ved 4°c. Fordybningen i Microelisa
pladen tgmmes nu ved sugning og vaskes tre gange med 300 ul
0,05 mol/l phosphatstgdpude, pH 7,4, hvortil der er sat 9 g/l
NaCl og 0,5 g/1 Tween 20.

5.3. Fremstilling af fdre—anti-human immunoglobulinoplgsning.

Normal human serum udsaltes med 140 g/l Na2804, der tilsattes
som fast stof i sm& portioner. Efter henstand 1 time ved
stuetemperatur centrifugeres den uklare vaske ved 25.000
N/kg i 10 minutter. Den overliggende vaske fjernes ved sug-
ning, hvorefter remanensen vaskes med 140 g/1 Na2804-opl¢s—
ning i destilleret vand. Efter centrifugering og fjernelse
af den overliggende vaske ved sugning, oplgses remanensen i

9 g/1 NaCl, hvorefter immunoglobulinoplgsningen dialyseres

i 48 timer over for 9 g/1 NaCl ved 4°c. Immunoglobulinind-

o 1 cm 1 cm
holdet bestemmes sa ved A260 ' A280 metoden.

F&r blev immuniseret med en fortyndet oplgsning af denne

humane immunoglobulinoplgsning efter fglgende skema:

Dag 1 0,5 mg human immunoglobulin oplgst i 0,5 ml fysiolo=
gisk saltoplgsning, hvortil der er sat 0,5 ml fuld-
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stendig Freunds adjuvans.
Injektion: Intramuskulear.

Dag 14 1,0 mg human immunoglobulin oplgst i 0,5 ml fysiolo=
gisk saltoplgsning, hvortil der er sat 0,5 ml ufuld-
stendig Freunds adjuvans.

Injektion: Intramuskuler.

Dag 28 2,0 mg human immunoglobulin oplgst i 0,5 ml fysiolo-
gisk saltoplgsning, hvortil der er sat ufuldstandig
Freunds adjuvans.

Injektion: Intramuskuler.

Dag 42 1,0 mg human immunoglobulin oplgst i 1,0 ml fysiolo-
gisk saltoplgsning.
Injektion: Intravengs.

Dag 56 Prgveudtagning af blod.

Immunoglobulinfraktionerne blev fremstillet af fare-anti-
human immunoglobulin-seraene ved udsaltning ved den ovenfor
beskrevne metode med 140 g/l Na,S0,. Efter vask 3. gang blev
remanensen oplgst i 9 g/l NaCl, hvorefter immunoglobulinop-
lgsningen blev dialyseret over for en 0,3 g/l NaCl-oplgsning
i destilleret vand, indstillet til pH 7,0 med 0,2 mol/l

K2CO oplgst i destilleret wvand.

3
Efter centrifugering af denne dialyserede fére-anti-human
immunoglobulinoplgsning ved 160.000 N/kg i 15 minutter, blev

. - 1l cm lcm
immunoglobulinindholdet bestemt ved A260 nm’ A280 nm metoden.

5.4. Fremstilling af konjugat af guldpartikler og fére-anti-

human immunoglobulin.

Guldsolen blev fremstillet ved fremgangsmdden beskrevet i 1.1.,
og konjugatet blev fremstillet pé& en mdde analog med den, der
er beskrevet i 1.4., idet der i dette tilfalde blev anvendt
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fire immunoglobulinoplgsningen fremstillet i 5.3. med et im-

munoglobulinindhold pa 125 ng pr. ml.

5.5. Forsggsprotokol.

Prgven af human sera fortyndes 1:25 med 0,2 mol/l trometamol/
KCYNaCl stgdpude, pH 7,4, hvortil der var sat 0,5 g/l Tween
20,

1. 100 pl fortyndet human serum pipetteres i hver fordybning,

og det hele inkuberes i 30 minutter ved stuetemperatur.

2. Fordybningen tgmmes ved sugning og vaskes 3 gange med
300 pl 0,2 mol/l trometamol/HCl/NaCl stgdpude, pH 7,4, hvor-
til der var sat 0,5 g/1 Tween 20.

3. 100 pl konjugat af guldpartikler og fare-anti-human immu=
noglobulin (Aé3gmhm = 1,00) pipetteres nu i fordybningen, og

det hele inkuberes i 16 timer ved stuetemperatur.

4. Fordybningen tgmmes ved sugning og vaskes tre gange med
300 pl 0,01 mol/l trometamol/HCl/NaCl stgdpude, pH 7,4, hvor-
til der var sat 0,5 g/l Tween 20.

5. Pipetter 100 pl 0,1 mol/1 HCl oplgst i destilleret vand

i hver fordybning og lade dette virke i 30 minutter under

rystning.

6. Efter dette, mdl lysabsorptionen ved 536 nm under anvendel-

se af et spektrofotometer med lille rumfang.

5.6. Resultater.

En Al cmhm p& ca. 0,230 blev madlt for sera med en HAI titer

536
p& 512, og yderligere blev der fundet en rimelig linear sam-

menhang mellem HAI titerne af de undersggte humansera, og

Aé3gmhm—vardierne fremkommet ved ovennavnte prgve.
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Eksempel 6.

Bestemmelse af HCG ved hjalp af et konjugat af jernoxid og
anti~HCG.

6.1. Fremstilling af jernoxidsolen.

En oplgsning bestdende af 9 mmol/l FeCl; og 1 mmol/1 HCl op-
varmes til en temperatur pé 95°C i 65 timer. Den fogrst lyse-
gule oplgsning misfarves til orangergd p& grund af dannelsen
af jernoxidsolpartikler. Den p& denne m&de fremkomne jern=

oxidsol bestar af kubiske jernoxidpartikler med en kant mel-
lem 40 og 80 nm, bekrazftet ved elektronmikroskopi. Et lokalt
lysabsorptionsmaksimum findes ved 370 nm. En sol med et jern-
oxidindhold p& 0,45 mmol/l udviser en A%78mnm = 1,0 og en

pH~-verdi pad 2,7 lige efter fremstillingen.

6.2. Fremstilling af konjugat og jernoxid og anti-HCG.

Kanin-anti-HCG blev fremstillet pd en fremgangsmdde analog

med den, der er beskrevet for anti-HPL sera i eksempel 1.2.

Immunoglobulinfraktionen heraf fremkom ved tilsatning af
Na2804, fraskille remanensen, gendispergere den i en 180
g/l Na2804—opl¢sning og dialysere denne dispersion over for
en oplgsning indeholdende 5 mmol/l NaCl. Immunoglobulinind-
holdet blev bestemt som beskrevet i eksempel 1.3.

Jernoxidsolen fra 5.1. blev fortyndet og gav et jernoxidind-
hold pa 0,45 mmol/l. Til 25 ml heraf blev sat 0,5 ml glutar=
aldehyd 250 g/1, og blandingen blev inkuberet i 30 minutter
ved stuetemperatur og pH 2,8. Derefter blev tilsat 0,63 ml
kanin-anti-HCG immunoglobulinoplgsning indeholdende 640 ug/ml

immunoglobulin.

Efter inkubering i 1 time ved stuetemperatur og pH 2,7, blev
blandingens pH-verdi indstillet til 7,0 med en NaOH-oplgsning,
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og inkubation af blandingen blev fortsat natten over ved 0-
4°c.

Fg¢r brugen blev konjugaterne vasket ved centrifugering, fra-
sugning af den overliggende vaske og gensuspendering i en
stgdpude bestdende af 0,1 mol/l tris/NaCl/HCl (pH = 7,4),
1 g/1 BSA og 0,2 g/l Carbowax 20M. Til sidst blev rumfanget

.. . o . l om _
af solen indstillet sdledes, at A370 m o 1,0.

6.3. Overtrakning af MicroelisaC:PQ plader med kanin-anti-HCG

immunoglobuliner.

Microelisa@§ plader blev overtrukket med kanin-anti-HCG
immunoglobulin som beskrevet for overtrakning med anti-HPL

immunoglobuliner i eksempel 1.5.

6.4. Forsggsprotokol for HCG bestemmelse med konjugater af

jernoxid og anti-HCG.

Der blev fremstillet en kurve over dosis og reaktion for HCG,
der er oplgst i en blanding af 0,04 mol/l phosphatstgdpude,

1 g/1 BSA og 9 g/1 NaCl (pH = 7,4), efter fglgende forsggs-
protokol.

1. pipetter 0,1 ml af standard HCG-oplgsningen i en fordyb-
ning i en Microelisa plade, overtrukket med anti-HCG og
inkuber i 2 1/2 time ved 37°c.

2. Sug fordybningen tom.

3. Pipetter 0,1 ml jernoxid anti-HCG (A§7gmnm = 1,0) i for-

dybningen og inkuber natten over ved 37°C.

4. T¢gm fordybningen ved sugning og vask den otte gange med
0,3 ml af en oplgsning indeholdende 0,1 mol/l tris/HCl/NaCl
stgdpude (pH = 7,4) og 0,5 g/1 Tween 20.
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5. Pipetter 0,1 ml af en oplgsning indeholdende 0,1 mol/l
NaOH og lad dette reagere i 15 minutter.

6. M3l lysabsorptionen ved 360 nm med et spektrofotometer

af lille rumfang.

Resultaterne af en kurve over dosis og reaktion er anfgrt i

nedenstdende tabel.

HCG koncentration i

. 1 cm
sta?d;§33§i¢snlngen A360 hm
2000 0,367
1000 0,429
500 0,414
250 0,304
125 0,275
63 0,205
31 0,179
16 0,172
0,154
0,142
0,096.

6.5. Bestemmelse af HCG i urinen hos svangre kvinder.

Urinen fra svangre kvinder blev fortyndet séledes, at HCG-
niveauet 18 i intervallet 1 til 500 mIU HCG/ml. Ved hjalp af
forsggsprotokollen fra 5.4. blev HCG-koncentrationen af de
fortyndede prgver bestemt under anvendelse af den konstruere-

de standardkurve.

Eksempel 7.

Bestemmelse af HCG ved hjzlp af konjugat af guldpartikler og

anti-HCG ved en agglutinationsprgve.
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7.1. Fremstilling af reagenser.

Der fremstilles en guldsol ved fremgangsmaden beskrevet i
1.1. og kanin-anti-HCG sera og immunoglobulinfraktioner her-

af som beskrevet i 5.2.

Et konjugat af guldpartikler og anti-HCG fremstilles med
guldsolen og kanin-anti-HCG-oplgsningerne ved fremgangsmaden

beskrevet i 1.4.

7.2. Forsggsprotokol.

1. Pipetter 1 ml af konjugatet af guldpartikler og anti-HCG

(Al cm

540 nm 1,50) i et reagensglas pd ca. 3 ml.

2. Pipetter heri 0,1 ml af urinen, som skal undersgges, og
bland.

3. Bedgm farven af konjugatet efter en inkubation pd 1 time

ved stuetemperatur:

En farveandring fra rgd til farvelgs viser, at prgven er

sterk positiv,

en farveandring fra rgd til purpur viser, at prgven er posi-
tiv og indeholder 1 IU HCG/ml eller mere,

hvis farven ikke andres,er prgven negativ, dvs. den indehol-
der 0,4 IU HCG/ml eller mindre.

7.3. Resultater.

Ved hijzlp af forsggsprotokollen fra 7.2. er det muligt at
diagnostisere svangerskab den 33. - 35. dag efter sidste men-

struation.
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Eksempel 8.

Kompetitiv receptorprgve for HCG.

8.1. Fremstilling af renset HCG receptorprotein fra okse-

corpora lutea (BCL).

HCG receptorprotein fra BCL blev fremstillet ved metoden,
der er beskrevet i enkeltheder af Khan og Saxena i Enzyme
Labelled Immunoassay of Hormones and Drugs, redaktgr S.B.
Pal, udgivet af Walter de Gruyter, Berlin, New York, 1978.
Frisk BCL-vav blev pulveriseret, homogeniseret, filtreret,
yderligere homogeniseret og centrifugeret ved 6.500 N/kg.
Den overliggende vaske blev centrifugeret ved 130.000 N/kg,
den fremkomne pellet blev homogeniseret og centrifugeret i
en zonerotor med en saccharosegradient og elueret. De fryse-
tgrrede fraktioner indeholdende HCG-receptormembranerne blev
genoplgst, og efter centrifugering blev der tilsat mannit
til den klare overliggende vaske, hvorefter pH-verdien blev
indstillet til 7,0. Den fremkomne dispersion blév renset ved
affinitetskromatografi pd CNBr-aktiveret sepharose 4B koblet
med human LH. Efter eluering af den bundne receptor blev pH-
verdien straks indstillet til 7, og Triton X-100 blev fjer-
net ved adsorption pd bio-perler. Den fremkomne dispersion
af HCG receptorprotein blev grundigt dialyseret over for PBS,
pH 7,0 og lagret ved 4°c.

8.2. Belagning af polystyrenmikrotitreringsplader med HCG

receptorprotein.

Til dette formal fremstilles en HCG receptorprotein receptor-
oplgsning med et indhold af 25 ug protein/ml ved fortynding
af HCG receptorproteinet i PBS med en oplgsning af 0,04 mol/l
NazHPO4, indstillet til pH 7,4 med en oplgsning af 0,04 mol/1
NaH2P04, hvortil der sattes 0,1 g/l merthiolat. Mikrotitrer-
ingsplader blev belagt med denne HCG receptoroplgsning ifglge

protokollen, der er beskrevet i 1.5.



10

15

20

25

30

DK 159799B

32

8.3. Fremstilling af en gulddispersion.

En gulddispersion best8ende af partikler med en diameter
mellem 6 og 15 nm blev fremstillet ved at saztte 40 ml af en
oplgsning indeholdende 10 g/l natriumcitrat, 2H20 til en
kogende oplgsning indeholdende 100 mg/l1 hydrogenaurichlorid
(HAuCl4), og blandingen holdes kogende i 15 minutter. Den
fremkomne orangergde gulddispersion afkgles til stuetempera-
tur og genindstilles til et rumfang pa 500 ml i en volume-

trisk kolbe. Gulddispersionen havde et lysabsorptionsmaksi-
1 cm = 1.0
/0.

mum ved 523 nm og A523 nm

8.4. Fremstilling af et konjugat af guldpartikler og HCG.

En oplgsning indeholdende 5 mg renset HCG/ml i PBS (pH =
7,0) blev grundigt dialyseret over for en oplgsning inde-
holdende 5 mmol/l NaCl, indstillet til en pH-verdi pa 4,5
ved hjalp af HCl. 1 ml af den dialyserede HCG oplgsning blev
sat til 500 ml af gulddispersionen og omrgrt i 10 minutter
ved'stuetémperatur. 10 ml af en oplgsning indeholdende 10 g
Carbowax 20 M/1 blev sat til det friske konjugat og inkube-
ret i yderligere 10 minutter. Derefter blev pH-vardien ind-
stillet 7,4 ved hj®lp af en K2
lagret ved 4°c. Lige fg¢r brugen blev 1 ml af 1 mol/1 TRIS/
HC1l/NaCl stgdpude (pH = 7,4) indeholdende 1 g/1 BSA tilsat

til 10 ml af den lagrede konjugatdispersion.

C03—opl¢sning. Konjugatet blev

8.5. Forsggsprotokol for en kompetitiv HCG-prgve.

100 pl af en standard HCG-oplgsning (eller prgven) blev sat
til en fordybning i mikrotitreringsplader belagt med HCG
receptorprotein og inkuberet i 1 time ved stuetemperatur.
Derefter blev 100 ul af det pufrede konjugat af guldpartik-
ler og HCG tilsat og inkuberet i 4 timer ved stuetemperatur.
Fordybningen blev tgmt og vasket med 0,3 ml 0,01 mol/l TRIS/
HCl/NaCl stgdpude, pH = 7,4.

Til sidst blev der tilsat 0,1 ml 0,1 mol/l NaOH-oplgsning
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i vand, og der blev inkuberet i 10 minutter. Lysabsorptionen
i vasken i en fordybning blev mdlt ved 536 nm under anvendel-

se af et spektrofotometer af lille rumfang.

8.6. Resultater.

En kurve over dosis og reaktion for fri HCG fremkom i et HCG-
koncentrationsinterval mellem 0 og 1000 mIU/ml med et midter-
punkt nar 100 mIU HCG/ml. Pavisningsgrensen var ca. 10 mIU
HCG/ml. HCG-koncentrationen mdlt i prgverne var i reglen

hgjere end bestemt med EIA.

Eksempel 9.

Sandwichprgve for HCG under anvendelse af en uoplgseliggjort

HCG receptor og et konjugat af guldpartikler og anti-HCG.

Til denne bestemmelse blev mikrotitreringsplader belagt med
HCG receptorprotein som beskrevet i eksempel 8.2.. Et konju-
gat af guldpartikler og anti HCG blev fremstillet som be-
skrevet i eksempel 1.4. under anvendelse af kanin anti-HCG

i stedet for kanin anti-HPL.

9.1. Forsggsprotokol.

0,1 ml af en standardoplgsning HCG i 0,1 mol/l TRIS/HCL/NaCl
stgdpude, pH = 7,4, indeholdende 1 g/l BSA (eller prgven)
pipetteres i en fordybning i mikrotitreringspladen belagt med
HCG receptorprotein og inkuberes i 1 time ved stuetemperatur.
Derefter tgmmes fordybningerne, og 0,1 ml af konjugatet af
guldpartikler og anti-HCG pipetteres i hver fordybning og in-
kuberes natten over ved stuetemperatur. Fordybningerne tgmmes
og vaskes 6 gange med 0,3 ml 0,01 mol/1 TRIS/HCl/NaCl stgd-
pude, pH = 7,4.

0,1 ml og 0,1 mol/l NaOH pipetteres i hver fordybning og in-

kuberes i 15 minutter. Lysabsorptionen ved 536 nm af indhol-
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det af fordybningerne mdles under anvendelse af et spektro-

fotometer med lille rumfang.

9.2, Forsggsresultater.

Kurver over dosis og reaktion fremkom for HCG koncentrationer
mellem 0 og 1000 mIU/ml. Pdvisningsgransen var ca. 5 mIU/ml.
HCG koncentrationer mé&lt i prgverne var ca. de samme som
malt med EIA.

Patentkravw.

1. Fremgangsmdde til pé&visning og/eller bestemmelse af en
eller flere komponenter i reaktionen mellem et specifikt bin-
derprotein og det tilsvarende bindelige stof i en vandig
prgve under anvendelse af den kendte bindingsaffinitet af
sddanne komponenter til hinanden, k e nde tegnet ved,
at der anvendes en eller flere markede komponenter fremkommet
ved direkte eller indirekte kobling af den ¢gnskede komponent
af reaktionen til partikler i en vandig dispersion af et
metal, en metalforbindelse eller polymere kerner overtrukket
med et metal eller metalforbindelse, som har en partikelstgr-
relse pd mindst 5 nm, idet under reaktionen eller efter en
tilstrekkelig reaktionstid, eventuelt efter adskillelse af

de bundne og de frie ma&rkede komponenter, de fysiske egen-
skaber og/eller mengden af metallet og/eller det dannede me-
talholdige agglomerat bestemmes i prgven eller en af de af-
ledte fraktioner pd i og for sig kendt made, hvilken bestem-
melse giver en kvalitativ og/eller kvantitativ indikation af
komponenten eller komponenterne, som skal pavises og/eller

bestemmes.
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2. Fremgangsmdde ifglge krav l, k ende tegnet

ved, at der anvendes en eller flere markede komponenter,
fremkommet ved direkte eller indirekte kobling af den gnskede
reaktionsdeltager til partikler af en sol, som har en parti-

kelstgrrelse varierende fra 10 til 100 nm.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1-2, k ende tegnet
ved, at den markede komponent er fremkommet ved til en sol
af et metal, en metalforbindelse eller polymere kerner over-
trukket med et metal eller en metalforbindelse, at saztte en
vis maengde af den immunokemiske komponent, som skal merkes,
hvilken sidstnavnte fuldstendigt eller delvis belagger sol-
partiklerne, hvorefter yderligere overtrakning kan udfgres

med et immunokemisk indifferent polart makromolekyle.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 1 -2, kendetegnet
ved, at den markede komponent er fremkommet ved til en sol af
et metal, en metalforbindelse eller polymere kerner, over-=
trukket med et metal eller en metalforbindelse at satte et
eller flere immunokemisk indifferente hydrofile makromole-
kyler, som overtrazkker solpartiklerne, hvorefter den immuno=
kemiske komponent kobles til overtrazksmaterialet.

5. Fremgangsmdde ifglge krav 1-2, kendetegnet
ved, at den markede komponent fremkommer ved at indfgre en
metalsol i omgivelser af monomere, og sidstnavnte bringes
til at polymerisere eller copolymerisere in situ, sdledes at
der sker overtrazkning af solpartiklerne, hvorefter den immu=

nokemiske komponent kobles til det polymere materiale.

6. Fremgangsmade ifglge krav 1-2 og5, kendeteg-

n e t ved, at solpartiklerne fgrst beskyttes med et hydro=
filt makromolekyle, hvorefter der sker polymerisation eller

copolymerisation under indflydelse af en uorganisk igangsat-

ter.
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7. Fremgangsmdde ifglge krav 1 til 6, k endetegne t
ved anvendelse af partikler af en sol af guld, sglv eller
platin eller forbindelser af disse metaller eller jern eller

kobberforbindelser.

8. Fremgangsmade ifglge krav 1-7, k end e t e gn e t ved,
at der bestemmes to eller flere immunokemiske komponenter i
én prgve ved anvendelse af to eller flere forskelligt markede

komponenter.

9. Fremgangsmade ifglge krav 1-7, kend e t e g n e t ved,
at forekomsten af en andring i farve eller farveintensitet

af reaktionsblandingen iagttages eller mdles, hvilken andring
er en kvalitativ eller kvantitativ indikation af den immuno-

kemiske komponent, som skal bestemmes.

10. Prgveudstyr til anvendelse til bestemmelse af en eller fle-
re komponenter af reaktionen mellem et specifikt binderpro-
tein og det tilsvarende bindelige stof i et vandigt medium ved
fremgangsmaden ifslge krav 1-9, kende tegnet ved, at

det indeholder:

a) en metalmarket komponent, som er fremkommet ved at koble en
komponent af reaktionen til partikler i en vandig dispersion
af et metal, en metalforbindelse eller polymere kerner over-
trukket med et metal eller en metalforbindelse, hvilke partik-

ler har en storrelise pad mindst 5 nanometer.

b) andre reaktionsdeltagere.

11. Proveudstyr ifslge krav 10, k ende t egnet ved, at
den vandige dispersion er en sol med partikler af en sterrelse
varierende fra 10-100 mm, som er enten direkte overtrukket med
en immunokomponent eller med en indifferent polymer, hvortil

immunokomponenten er blevet koblet.
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12. Fryseterret reagens til anvendelse ved fremgangsmaden
ifolge krav 1-9, k ende tegnet ved, at det indeholder
en metalmaerket komponent, der er fremkommet ved direkte eller
indirekte at koble den enskede komponent til partikler i en
vandig dispersion af et metal, en metalforbindelise eller po-
lymere kerner overtrukket med et metal eller en metalforbin-

delse, og som har en partikelstorrelse pa& mindst 5 nm.

13. Frysetgrret reagens ifelge krav 12, Kk ende tegnet

ved, at det ogsd indeholder et stgdpudestof.
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