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Preparat for pdvising av antigen som forekommer i
fysiologiske mengder og fremgangsmite for fremstilling
av et slikt preparat.

Foreliggende oppfinnélse angér ét preparat for pé&ising av antigen
som forekommer i fysidogiske mengder og en fremgangSméte for frem-
stilling av et slikt preparat.

Oppfinnelsen éngér siledes et preparat for pdvising av antigen som
forekommer i fysiologiske mengder, omfattende.en suspensjon av vann-
uopploselige, antistoff-aktive proteinpolymerpartikler av et anti-
serum mot det angjeldende antigen, og det swregne‘ved preparafet

i henhold til oppfinnelsen er at partiklene er belagt med en hoved-
sakelig immunologisk ekvivalent mengde av det spesifikke eller kryss-
reagerende antigen; idet suspensjonen ytterligere inneholder en opp-
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16sning av et antiserum som reagerer med antigenet og i en kon-
sentrasjon som gir en prozonevirkning, slik at dette falskt neg-
ative kompleks ved tilsetning av smi mengder av vedkommende
antigen forskyves ut av prozonefasen med en tydelig agglutinasjon
som folge.

Oppfinnelsen angldr videre en fremgangsmite for fremstilling av
nevnte preparat, og det szregne ved fremgangsmidten i henhold til
oppfinnelsen er at &t angjeldende antiserum polymeriseres pid og i
og for seg kjent mate til et vann-uoppléselig proteinpolymerisat,
som homogeniseres til en homogen suspensjon av antistoff-aktive
polymerpartikler, hvoretter suspensjonen podes med en hovedsakelig
immunologisk ekvivalent mengde av et spesifikt eller kryss-reager-
ende antigen, de belagte partikler vaskes og resuspenderes, og en
oppldsning av et antiserum som reagerer med antigenet tilsettes i
en konsentrasjon som gir en prozenevirkning.

Aridre trekk ved oppfinnelsen fremgdr av patentkravene.

Immunologiske tester anvendes i ganske stor utstrekning for diag-
nostiske formédl i moderne medisinsk praksis. Med immunoclogiske
metoder kan eksempelvis fysiologiske mengder av forskjellige anti-
gene stoffer, sd som hormoner, enzymer og fordgellige sera eller
vevproteiner pavises og midles. Disse metoder bygger pd at forski@-
lige antigener eller ogsd antistoffer er adherert til eller bundet
til passende bzrerpartikler, hvorved det er oppnéddd indikatorpar-
tikler for forskjellige immunologiske reaksjoner. Som eksempel kan
nevnes immunologiske tester for.pévising av graviditet pd et tidlig
stadium. Disse tester bygger pd at det antigene hormon humant chor-
ion-gonadotropin (HCP), som frembringes av placentaen i begynnelsen
av graviditeten, blir absorbert eller kjemisk bundet til bererpar-
tikler som bestdr av spesielt behandlede r&de blodlegemer eller la-
tekspartikler. Nir et antiserum mot HCG settes til slike sensibil-
iserte indikatorpartikler skjer en agglutinasjon av partiklene, ‘
Hvis imidlertid en drape urin fra en gravid kvinne, som inneholder
HCG, blandes med en dripe anti-HCG-serum i en viss fortynning og
deretter tilsettes indikatorpartiklene, inhiberes den nevnte aggluti-
nasjon, mens tilsvarende test utfsrt med urin fra en ikke-gravid '

kvinne ikke pavirker anti-HCG-titeren slik at agglutinasjonen kan
sfe uhindret.
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I stedet for antigen har ogsd spesifikke antistoffer kunnet festes
Til spesielt preparerte bzrerpartikler, og slike antistoff-aktive
immun-adsorbenter er anvendt f.eks. for & mile insulinmengden i
serum tatt fra normale og diabetiske individer.

Ved slike tidligere kjente klinisk anvendbare immunologiske metoder
er det sfledes alltid blitt anvendt bazrerpartikler, til eller pi
hvilke forskjellige antigener eller antistoffer er adherert eller
bundet kjemisk. Foreliggende oppfinnelse derimot bygger pia anvend-
elsen av vann-ulgdselige antistoffaktive protein-polymerpartikler av
spesifikke antisera. Slike protein-polymerpartikler kan fremstilles
under anvendelse under f.eks.den teknikk som er beskrevet av S.
Avrameas og T. Thernynck i J.biol.Chem 1967, 242, s. 1651, idet
polymeriseringen ble.foretatt med etylklorformiat, eller i Immuno-
chemistry, 1969, 6, s. 53-, idet polymeriseringen ble foretatt med
glutaraldehyd. Det oppnas herunder polymere pastaer med en viss
bibeholdt spesifikk antistoff-aktivitet. Disse polymerpastaer blir
deretter viderebehandlet ved mekanisk finfordeling og ved hjelp av
ultralyd p2 den mé&te som ble beskrevet tidligere i Ann.Med.Exp.
Biol. Fenn., 1967, 45, s. L77-,

P4 denne miten blir det oppnaddd antistoff-aktive, meget smi protein-
polymerpartikler av den type som skjematisk er vist i vedfoyde
tegnings fig. 1, hvor antigenet humant placenta-laktogen-hormon
(HPL) blir anvendt som typeeksempel. Disse partikler har omtrent
stérrelse som eller er mindre enn smd bakterier, og de kan siledes
tydelig visualiseres i elektronmikroskop. En drape av en slik
immunologisk sett spesifikk partikkelsuspensjon anbragt pi eksempel-
vis en glasskive oppforer seg som en opaliserende homogen opp-
losning. Denne homogene suspensjon er stabil, dvs. at en til-
setning av fysiologisk pufferoppldsning ikke forarsaker noen
utfelling eller uspesifikk agglutinasjon, selv om den inneholder
forskjellige fremmede proteiner eller heterologe antigensubstanser.
Hvis imidlerfid den ekvivalent mengde av det homologe antigen i en
fysiologisk pufferopplosning tilsettes suspensjonen, skjer én
agglutinasjon, slik som pavist i den ovenfor nevnte artikkel. Med
visse sfkalte "svake" ahtigener uteblir imidlertid denne
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visuelt tydelig registrerbare agglutinasjon. Som eksempel pa
slike antigener kan nevnes humant placenta-laktogen (HPL), humant
choriongonadotropin (HCG) og insulin.

Det har imidlertid vist seg at tross denne uteblitte agglutinasjon,
har de antistoff-aktive partikler spesifikt opptatt sitt homologe
antigen og derved blitt immunologisk merket -eller belagt med sitt
antigen. En immunologisk belagt partikkel er vist i vedfoyde teg-
nings fig. 2 En forholdsvis lang pode~eller inkuberingstid, eks-
empelvis 1-3 dogn, er fordelaktig, idet antigenet da nar & feste
seg bedre til antistoffets bindingssteder. For belegget anvendes
hensiktsmessig immunologisk ekvivalente mengder eller eventuelt et
lite underskudd av antigenet. Bare ytterst smd mengder av antigen-
et trenges for & oppnd et fullstendig belegg, og antigenpreparatet
trenger endog ikke & vare fullstendig rent. Podingen skjer i sus-
pensjonen i en fysiologisk puffer, og prosessen kan fremmes ved
nezrver av en liten mengde tensid (overflateaktivt middel) f.eks. et
tensid med handelsbetegnelsen "Tween 20" (et sorbitan-monolaurat-

polyoksydalkylenderivat) i en konsentrasjon av ca. 0,2%.

Etter podingen vaskes partiklene 2-3 ganger i en fysiologisk fos-
fatpuffer ved hjelp av sentrifugering og resuspenderes. De partik-
ler som sdledes oppnhds reagerer immunologisk som folge av at det
antigen oom er bundet til dem ved tilsetning av et homologt eller
kryssreagerende antiserum i optimal fortynning, og de kah derved
anvendes som indikator-partikler for direkte & padvise spesifikke
antigener ved 8 anvende den sdkalte agglutinasjons-inhibisjonstek-
nikk, -

Indikator-partiklene har dog tilbsylighet til ikke & oppvise noen
tydelig merkbar agglutinasjon hvis det agglutinerte antiserum an-
vendes 1 altfor konsentrert form. - Med immunologisk belagte polymer-
partikler kan dette falskt negative, eller sdkalte prozonefenomen,
strekke seg opp til fortynninger pi& 1:160 av antiserumet, mens de
fortynninger av samme serum som bevirker agglutinasjon kan vzre
eksempelvis 1:320 --1:1600.

Dette prozone-fenomen utnyttes som basis for den foreliggende opp-
finnelse for & oppnd et reagenspreparat som gjor det mulig & plAvise
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og ogsd mdle fysidbgiske og smd mengder av et antigen ved hjelp
av en cneste reagensopplosning.

For dette formal utfdres det med de immunologisk belagte polymer-
partikler som er oppnadd pd den miten som er beskrevet ovenlor
forscksserier mot homologe antisera i dobbelt fortynnings-sericr,
f.eks. 1:20 --1:320, for & fastsla prozone—fasén for vedkommende
antigen-antistoff-reaksjon, P& grunnlag av disse forssk blandes
polymerpartikkel-suspensjon med et antiserum med passende konsen-
trasjon, eksempelvis 1:20 - 1:%0 og det oppnis derved et fordig
homogent reaksjonspreparat. Dette inncholder smi polymcrpartikler
som omfatter en kjerhe av antistoff-aktiv proteinpolymcr omgitt
av antigen som er immunologisk [estet Uil denne, og hvis dvrige
determinanter er mcttet méd et ytre lag av mbtlégemer. Denne sd-

kalte "sandwich"-struktur er vist 1 fig. 3 i tegningenc.

Hvis en drape av reagenssuspensjonen som er fremstilt pi dennc

m&ten tilsettes en opplosning som inneholder il og med meoget smi
‘mengder av det angjeldende antigen, skjer cen fdfskyvning av [or-=
tynningen eller titeren ut av prozone-fasen med en tydelig agglut-
inasjon som [olge. Som eksempel pé brukbarheten av pfepuratet i
henhold til oppflinnelsen kan nevnes et preparat fremstilt pa den
miaten som er beskrevet ovenfor med proteinhormonet humant pldcenta—
laktogen (HPL), som forekommer i en gravid kvinnes serum, urin cller
saliva, stter férste trimester. Preparatet kan anvendes for kvan-
titativt og kvalitativt & pivise HPL, idet en gravid kvinnecs sorum
gir en agglutinasjonsvirkning, mens en likedsn mengde normalt humant

serum {ra en ikke-gravid kvinne ikke evner & {orskyve reagorskom-
plekset inn 1 aggilutinasjonsfasen og derved viser at teslben or noeg-

ativ, dvs. HPL ikke frembringes.

Oppfinnelsen illustreres nermere ved hjelp av f61gende utfiirclses-
eksempler. o ' ' -

Fksempel 1. Pivisning av HPL,

En halv ml., anti-HPL-aktive polymerpartikler, fremstilt,pi den
ovenfor beskrevne mite fra TAre-antihormonserum, inkuberes med cn
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halv ml. HPL 200 )uy%ﬂ,i,en fysiologisk fosfatpufret saltvanns-
18sning (PBB). Etter inkubering i +4°C i 1épet av tre ddgn vas-
kes partiklene (2 x 5 ml. PBS) ved hjelp av hidrd sentrifugering
og partiklene resuspénderes i 2ml. PBS. lEtter at de storste
partiklenc er.sedimentert,‘anbringer man dréper av det svakt
opaliserende supernatat, som innholder partikler av omtrent en
bakteries stbrrclse;'pé en plate. Til hver drépe tilsettes en
driape anti-HPL-serum i en dobbelt fortynningsrekke. Av dette frem-
gar at visse lave fortynninger som f{.eks. til og med 1:80 ikke
for%réaker en.tydelig agglutinésjonsreaksjon, idet proren forblir
uagglutinert 1 den sdkalte prozcne-fasen, mens 1:200 - 1:2000

med samme indikatdrpartikkel—suspensjon gir en tydelig aggluti-
nasjon. ' ' ’

Man velger da f.eks, & sammenblande en halv ml av disse immun-
ologisk belagte partikler med anti-HPL-serum 1:20 (dvs. to trinn
under den siste prozone-fortynningen). Denne falsk negative
"prozone''-suspensjonen er ganske stabil og brukbar som indikator-
reagens etter tilsetning av et baktericid tensid (overflateaktivi-
middel), som {,eks. "Tween 20", i en konsentrasjon pa ca. 0,2%.
Hvis en drape av dénne reagensldosning blandes pd en glassplate

med en dripe serum fra en gravid kvinne, som -befinner seg i slut-
ten av graviditeten, agglutineres partiklene. Dette skjer ogsa

om partiklene sammenblandes med en 1l&sning som innheolder 1-10
pe/ml HPL. '

Hvis en drape av denne reagensldsning blandes pd en gassplate med
en driape serum fra en ikke-gravid kvinne, idet da serumet

f6lgelig ikke innecholder HPL 1 fri form, skjer ingen agglutinasjon
av indikatorpartiklene. [n uteblitt agglutinasjon indikerer at
den undersdkte losning ikke inneholder HPL i fysiologiske konsen-

trasjoner.

Eksempel II. PaAvisning av HCG.

En halv ml. anti-HCG-aktive polymerartikler fremstilt pd den oven-
for beskrevne midte fra fére-antihormon-serum podes med en halv ml.
HCG 150 yg/ml (ca. 3000 I.E mg) i PBS under de i Eks. 1 angitte
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betingelser. Viderebehandlingen ved vasking og sentrifugering
foretas som 1 Eks. 1. Med supernatet gjennomfores en dobbelt-
fortynningsrekke med anti-HCG-serum, hvorved man erholder agglut-
inasjon ved fortynninger mellom 1:200 og 1:5000. [En "prozone'-
suspensjon fremstilles pi samme mite som i Bks. 1 av en halv ml
immunologisk belagte‘partikler og anti-HCG-serum 1:20.

Hvis én drape av denne reagensldsning blandes med en dripe serum
fra en gravid kvinne, som befinner seg i begynnelsen av gravidi-
teteh, erholdes agglutinasjon, liksom ogsi med en losning som
inneholder 0,25 - 10 pg/ml HCG. HCG produseres av placentaen i
begynnelsen av graviditeten, savel som ogsa 1 [orbindelse med
visse tumorer. - '

Preparatet i henhold til oppfinnelsen er si enkelt 3 bruke at det
ikke forutsetter utdannet personale for & gjennom{dre prover,
idet disse kan gjdres av pasienten selv. Toruten det HPL-prep-
arat som er nevnt ovenfor kan tilsvarende preparat av HCG-hormon
brukes for pd et tidlig stadium & pévise graviditet, hormonprodu-
serende tumoper oSV, Endog fetuinprotein i humant serum, samt
"Pregnant Mare Serum'" (PMS) som forekommer hos drektige dyr, og
f.eks. insulin egner seg for provetagning ved bruk av preparat i
henhold til oppfinnelsen. Ved insulin—bestehmelsen brukes det
dog hensiktsmessig radioaktivt merket antigen og forholdet mellom
det fri og det antigen som er bundet til partikkene m8les ved hjelp
av en scintillator.

Preparatet i henhold til oppfinnelsen egner seg ogsa som indikatorer
for anvendelse ved rensing av forskjellige antigene substanser.

PATENTKRAV.

1. Preparat for pavisning av antigen som forekommer i Tysiologiske
mengder, omfattende en suspensjon av vannuopplgselige, antistoff-
aktive protein-polymerpartikler av et antiserum mot det angjeldende
antigen, karakterisert v ed at partiklene er be-
lagt med en hovedsakelig immunologisk ekvivalent mengde av det
spesifikke eller kryssreagerende antigen, og at susrensjonen ytterligre

inneholder en opplosning av et antiserum som reagere med antigenet og
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i en konsentrasjon som gir en prozone-virkning, slik at dette falskt
negative komplcks ved tilsetning av sma mengder av vedkommende an-
tigen forskyves ut av prozone-lasen med en tydelig agglutinasjon

som [olge.

2. Preparat som angitt i kravl, karakterilisert
v e d at det inneholder en liten mengde tensid (everflateaktivt
middel).

3. [Fremgangsmite for fremstilling av det preparat som er angitt

1 kravl, Xarakterisert ved atdet angjeldende
antiserum polymeriseres pa i og for seg kjent mdte til ct vann-
uoppléselig proteinpolymerisat, som homogeniseres til en homogen
suspensjon av antistoffaktive polymerpartikler, hvoretter sﬁspen—
"sjonen podes med en hoved-sakelig immunologisk ckvivalent mengde
av et spesilfikt eller kryssreagerende antigen, de belagte partikler
vaskes og resusponderes, 0g en opplosning av et antiserum som rea-
gerer med anligenet, tilsetles 1 en konsentrasjon som gir en pfo—

zone-virkning.
4., Iremgangsmite som angitt 1 krav 3, karakterisert

v e d al podingen av de antistoff-aktive polymerpartikler med an-

tigen skjer 1 nerver av en liten mengde tensid,

Anforte publikasjoner: -
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