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Ved en immunoanalysemetode til bestemmelse af en iodothyronin
i en biologisk vaske under anvendelse af et blokerende middel
for bindingen af iodothyroninen til thyroxin-bindende protein
i den biologiske veske anvendes der som blokerende middel en
forbindelse med formlen

Zl -Y - Z2
hvor ¥ er O, NH, S, CH, eller C=0, og Z, og 7, betyder phenyl-
grupper, af hvilke mindst &n er substitueret med &n eller fle-
re substituenter udvalgt fra gruppen bestiende af halogen, al-
kyl og alkoxy, idet Z2 er substitueret med en substituent in-~
deholdende en carboxyl- eller sulfonsyregruppe.

Et reagensmiddel til bestemmelse af en iodothyronin i en blod-
prgve indeholdende et blokerende middel som ovenfor defineret.

Et testsazt til homogen kempetitiv bindings-immunoanalyse-be-
stemmelse af en iodothyronin i en prgve af serum eller plasma

omfatter et antistof til iodothyroninen, et mzrket iodothyro-
nin-konjugat, der har en detekterbar egenskab, som zndres ved
binding med antistoffet, samt et blokerende middel som oven-
for defineret.

Et testmateriale til homogen immunoanalyse-bestemmelse af en
iodothyronin i en blodprgve omfatter et reagensmiddel som
ovenfor defineret og en fast barer inkorporeret dermed.
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Den foreliggende opfindelse angdr en homogen kompe-
titiv bindings-immunoanalysemetode til bestemmelse af en
iodothyronin i en preve af uekstraheret serum eller plasma,
ved hvilken der dannes en reaktionsblanding ved kombination
af preven med reagenser indeholdende et antistof for iodo-
thyroninen, et mzrket iodothyronin-konjugat og et TBP (thy-
roxin-bindende protein)-blokerende middel, og ved hvilken
et spektrofotometrisk respons, fortrinsvis en fluorescens-
emission eller en absorbanszndring fordrsaget af en analyse-
reaktion, frembringes i reaktionsblandingen ved en belge-
lzngde sterre end 300 nm, der er relateret til koncentratio-
nen af iodothyroninen i preven.

opfindelsen angdr ogsd et reagensmiddel til anvendelse
ved den omhandlede bestemmelse samt anvendelsen af bestemte
TBP-blokerende midler ved analysemetoden.

Iodothyroninerne har den almene formel:

V2
HOOCCHCHZ

i nvilken Bl og B2 hver for sig betyder hydrogen eller iod.
De vigtigste iodothyroniner af klinisk interesse er 3,5,3',-
5'-tetraiodothyronin (thyroxin eller T-4), hvor bade Bl og
B2 er iod, 3,5,3'-triiodothyronin (T-3 eller blot "triiodo-
thyronin"), hvor Bl er iod, og ﬁz er hydrogen, 3,3',5'-tri-
iodothyronin ("omvendt" T-3), hvor Bl er hydrogen, og B2 er
iod, samt 3,3'-diiodothyronin, hvor gl og g2 begge er hydro-
gen. Den kvantitative bestemmelse af koncentrationen af de
forskellige iodothyroniner, iszr hormonerne T-4 og T-3, i
blod er af vasentlig betydning ved diagnosen af thyroide
lidelser.

I blodet er nasten alle de cirkulerende iodothyroniner
kompleksbundet med forskellige bzrerproteiner, der omfatter
albumin, thyroxin-bindende przalbumin og thyroxin-bindende
globulin (TBG), og s8danne bzrerproteiner betegnes her gene-
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risk som thyroxin-bindende protein (TBP). Til mdling af kon-
centrationen af den totale mzngde af et iodothyronin i en
blodpreve, f.eks. serum eller plasma, skal de TBP-bundne
former vare dissocieret i en analytisk signifikant grad, og
den resulterende totale frie iodothyronin bestemmes. Dis-
sociationen af iodothyroniner fra TBP, isazr TBG, blev oprin-
delig udfert ved en ekstraktionsproces, jfr. US-patentskrift
nr. 3.414.383. Ved den i e¢jeblikket tilgzngelige teknik kan
iodothyroniner bestemmes ved immunoanalyse i uekstraherede
prever ved anvendelse af forbindelser, der empirisk har vist
sig at blokere og bevirke dissociation af TBP-bindingen. Ved
gengse kompetitive bindings-iodothyronin-immunoanalyser kom-
bineres en forsegspreve med reagenser, der omfatter et anti-
stof til den iodothyronin, der skal bestemmes, en mazrket
form, f.eks. radioaktivt mzrket, af sé&dan iodothyronin samt
ét eller flere THP-blokerende midler. Iodothyroninen i preven
kompleksbundet til TBP dissocieres derfra og konkurrerer med
mezrket iodothyronin om binding til antistoffet. Den m&ngde
af mzrket iodothyronin, der bliver antistof-bundet, sammen-
lignet med den mzngde, der forbliver ubundet til antistof,
afhenger af den totale koncentration af iodothyroninen i
preven og kan mdles pd en razkke forskellige mdder, afhangigt
af den bestemte immunoanalyseteknik, som anvendes.
Forskellige forbindelser er blevet fundet at vare
nyttige TBP-blokerende midler, herunder tetrachlorthyronin
(Mitsuma et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 33, 365
(1971)), diphenylhydantoin (Lieblich og Utiger, J.- Clin.
Invest., 50, 60a (1971)), salicylat (Larsen, Metab., 20,
976 (1971)) og de forskellige materialer, der er beskrevet
af Holander (US patentskrift nr. 3.928.553) og Chopra (US
patentskrift nr. 3.911.096), isazr 8-anilino-l-naphthalensul-
fonsyre (ANS). Strukturerne for og de generelle egenskaber
af de kendte TBP-blokerende midler varierer over et yderst
bredt omr&de. De egenskaber, der er kritiske med hensyn til
operabiliteten som et TBP-blokerende middel ved immunoana-
lyser, dvs. evnen til i tilstrzkkelig grad at bevirke dis-
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sociation af iodthyroniner fra TBP ved koncentrationsnivea-
uer, der er utilstrazkkelige til at foradrsage signifikant
inhibering af antistof-bindingsreaktionen, betragtes generelt
som uforudsigelige pd basis af rent strukturelle sammenlig-
ninger, omend nogle teorier vedrerende TBG-blokering er
blevet fremsat (Brown og Metheany, J. Pharm. Sci., 63, 1214
(1974)).

Fenclofenac (2-(2,4-dichlorphenoxy)-phenyleddikesyre)
er en diphenylether, der har antirheumatisk aktivitet, og
som er blevet rapporteret at interferere med thyroidfunk-
1, 267 (Feb. 2, 1980), Lancet 1, 432
(Feb. 23, 1980), Lancet, 1, 487 (Mar. 1, 1980), Capper et
al., Clin. Chim. Acta, 112, 77 (198log Kurtz et al., Clin.
Endocrinol., 15, 117 (1981). Efterfelgende forskere har rejst
spergsmilet om, hvorvidt fenclofenac ville vare egnet som et
TBG-blokerende middel ved thyroidfunktion-radioimmunoanalyser
(Ratcliffe et al., Clin. Endocrinol., 13, 569 (1980)). Capper
et al., jfr. ovenfor, har ogsd studeret virkningen af diclo-
fenac (2-(2,6-dichlorphenylamino)-phenyleddikesyre).

I EP offentliggerelsesskrift nr. 51.213 er der be-
skrevet et testmateriale til udferelse af homogene immunoana-
lyser. Materialet omfatter en barermatrix, hvor der er inkor-
poreret antistof og merket konjugat, hvilket udger et homo-
gent immunoanalysesystem. Der kan udfegres iodthyronin-im-
munoanalyser med et sddant materiale, men da der ikke benyt-
tes noget TBP-blokerende middel, kan de fordelagtige resul-
tater, der opnds ifelge den foreliggende opfindelse, og som
fremgdr nazrmere af det folgende, ikke opnds med det kendte

tionstests (Lancet,

testmateriale.
I GB patentskrift nr. 1.308.327 er fremstillingen af

bl.a. fenclofenac og beslagtede derivater samt disses anven-

delse som lagemidler beskrevet.
I US patentskrift nr. 3.911.096 beskrives anvendelsen

af en rzkke forskellige forbindelser som TBP-blokerende
midler ved immunoanalyser til mdling af mengden af iodothy-
roniner i blodprever, jfr. den allerede ovenfor givne omtale
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af bl.a. dette patentskrift; ifelge pétentskriftet anvendes
der ikke noget mzrket iodothyronin-konjugat.

I US patentskrift nr. 4.406.870 beskrives udfgrelsen
af en immunobestemmelse af iodothyroniner, ved hvilken én
miling udferes pad en preve, hvortil der er sat et TBP-bloke-
rende middel, og en anden mdling udferes pd en preve uden
tilsat blokerende middel.

I clin. Chim. Acta, 112, 77-83 (1981) (Capper et al.),
jfr. ovenfor, er det angivet, at fenclofenac og beslzgtede
forbindelser inhiberer bindingen af thyroxin til serumprotei-
ner.

Det har nu ifelge opfindelsen vist sig, at visse phe-
nyleddikesyrer og dermed beslzgtede forbindelser og salte
deraf er sazrligt fordelagtige TBP-blokerende midler til an-
vendelse ved iodothyronin-immunoanalyser af den allerede
angivne art.

Bindings-immunoanalysemetoden ifelge opfindelsen er
sdledes ejendommelig ved, at der som det TBP-blokerende
middel anvendes en forbindelse med den almene formel

21-Y-Zg
i hvilken Y betyder O, NH, S, CH; eller C=0, og Z; 09 2
betyder phenylgrupper, af hvilke mindst én er substitueret
med én eller flere substituenter udvalgt blandt halogen,
lavere alkyl og lavere alkoxy, idet Z, er substitueret med
en carboxyalkyl eller en sulfoalkylgruppe, eller et salt
deraf.

Blokeringsmiddelforbindelsen indferes i immunoanaly-
se-reaktionsblandingen ved en koncentration, der er tilstrak-
kelig til frigivelse og blokering af bindingen af en analy-
tisk signifikant procentdel af TBP-kompleksbundet iodothyro-
nin, fortrinsvis mere end 50% og sadvanligvis mere end 70%,
men utilstrzkkelig til at interferere signifikant med bin-
dinten af antistof med iodothyronin. Skent de nejagtige
koncentrationer af blokeringsmidlet, der onskes til en be-
stemt iodothyronin-immunoanalyse, vil variere alt efter den

iodothyronin, der bestemmes, og den anvendte immunoanalyse-
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teknik, samt efter andre faktorer, anvendes forbindelsen
normalt i koncentrationer i reaktionsblandingen pd mellem
ca. 0,1 millimolar (mM) og ca. 5 mM, isar ndr den involverede
iodothyronin er thyroxin. Blokeringsmidlerne, der anvendes
ifplge opfindelsen, sattes til analysereaktionsblandingen i
form af syren eller en analytisk acceptabel saltforﬁ deraf,
f.eks. natrium=-, kalium-, lithium- eller ammoniumsalte.

Visse uventede egenskaber ved de her omhandlede blo-
keringsmidler, iszr fenclofenac, bevirker, at disse forbin-
delser er szrlig fordelagtige til anvendelse som TBP-bloke-
rende midler ved homogene kompetitive bindingsimmunoanalyser,
hvor et spektrofotometrisk respons, f.eks. en fluorescens-
emission eller lysabsorption, frembringes i analysereaktions-
blandingen ved en bglgelzngde ste¢rre end ca. 300 nanometer
(nm) og sadvanligvis mindre end 700 nm, hvilket respons er
en funktion af koncentrationen af iodothyroninen i forsegs-
proven. De omhandlede blokeringsmidler har vist sig at have
praktisk taget ingen absorption ved bglgelzngder sterre end
300 nm. N&r sfledes det spektrofotometriske respons er en
fluorescensemission eller initieres, omend ikke endeligt
udtrykkes, som en fluorescensemmission, iagttages der ingen
undertrykkelse af en s&dan emission, ndr der anvendes de
omhandlede forbindelser som det TBP-blokerende middel, medens
der ved anvendelse af midler ifelge den kendte teknik, isar
ANS, kan forekomme signifikant undertrykkelse, der resulterer
i ugnskelige eller uacceptable analyseresultatkarakteristika,
f.eks. nedsat sensitivitet, reproducerbarhed og/eller nejag-
tighed.

Ydermere vil specielt fenclofenac ikke udvise nogen
vesentlig inhiberende virkning p& den katalytiske aktivitet
af mange enzymer ved koncentrationer, i hvilke forbindelsen
er et effektivt TBP-blokerende middel. Forbindelsen er sd-
ledes yderligere fordelagtig som et TBP-blokerende middel
ved homogene kompetitive bindingsimmunoanalyser, hvor den
anvendte mzrkning er en deltager i en enzymatisk reaktion,
f.eks. et enzymsubstrat, en enzyminhibitor, en prosthetisk
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gruppe af et enzym, et coenzym eller et enzym i sig selv,
eller et fragment deraf. Til den kendte teknik herende TBP-
blokerende midler, isazr ANS, kan bevirke signifikant inhi-
bering af enzymreaktioner, hvilket igen resulterer i for-
mindsket analyseeffektivitet.

De her omhandlede phenyleddikesyrer og dermed beslag-
tede forbindelser og salte deraf finder sdledes en ny anven-
delse som TBP-blokerende midler ved homogene kompetitive
bindingsimmunoanalyser i almindelighed, og forbindelserne er
szrligt fordelagtige, ndr de anvendes ved spektrofotometriske
homogene immunoanalyser, isar de, i tilfzlde af fenclofenac,
hvor den anvendte mzrkning er en deltager i en enzym-kataly-
seret reaktion. Med den foreliggende opfindelse tilvejebrin-
ges der ogsd reagensmidler til udevelse af de omhandlede, nye
immunoanalyser, iszr i form af testsat, sdledes som disse
almindeligt anvendes i kliniske laboratorier. Det her om-
handlede reagensmiddel er af den i krav 7's indledning an-
givne art, og det er ejendommeligt ved det, der er angivet
i dette kravs kendetegnende del.

Som TBP-blokerende middel anvendes der ifelge opfin-
delsen fortrinsvis en forbindelse med formlen

Cl

2COOH

i hvilken Y er O eller NH, og én af substituenterne Rl og R?
er chlor, og den anden er hydrogen, eller et salt deraf, idet
disse forbindelser har vist sig at have uventet fordelagtige
egenskaber som TBP-blokerende midler. Fenclofenac (Y = O og
Rl = cl1) har vist sig at vare sarlig fordelagtig i denne
sammenhzng ved homogene iodothyronin-immunoanalyser. En anden
forbindelse af interesse er diclofenac (Y = NH og RZ = Cl).
Det vil imidlertid vare &benbart for enhver med almindeligt
kendskab til den teknik, der her er tale om, at der kan fore-
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tages forskellige modifikationer ved den grundlaggende diphe-
nyl-struktur i den angivne formel, uden at der derved géas
uden for opfindelsens rammer. Analoge, der besidder de her
omhandlede fordelagtige TBP-blokeringsmiddel-egenskaber,
skal betragtes som =zkvivalenter med hensyn til n&rverende
opfindelses beskyttelsesomrdde. Som et ikke-begrznsende ek-
sempel kan det nazvnes, at oxygen- eller iminoforbindelses-
—-funktionen kan erstattes med et egnet analogt led, herunder
sidanne forbindelsesled som f.eks. thio, methylen og keto.
Endvidere kan dichlor-substituenterne erstattes med enkelte
eller multiple substituenter pd hver af phenylringene, idet
s8danne substituenter f.eks. kan udvazlges blandt halogen,
iser chlor, brom og iod, alkyl, sadvanligvis lavere alkyl
(C1-4), f.eks. methyl og ethyl, og alkoxy, sadvanligvis
lavere alkoxy, f.eks. methoxy og ethoxy. Acetat-substituenten
kan ogsd vare reprasentativ for en rzkke syregrupper, f.eks.
carboxylsyrer og sulfonsyrer og deres alkylhomologe, isar de
lavere alkansyre-homologe, og s&danne grupper kan vare bundet
til en phenylring i enten meta- eller para-stilling udover
ortho-stillingen i den viste formel, se ogséd US patentskrift
nr. 3.766.263.

Den foreliggende opfindelse kan anvendes i forbindelse
med homogene kompetitive iodothyronin-immunoanalyser i almin-
delighed. En immunoanalyse skal i den givne sammenhazng betyde
enhver analyse baseret pd antigen-antistof-interaktioner, og
antistof skal forstis som helt, konventionelt antistof eller
monoklont antistof, f.eks. af typerne IgG, IgM eller Iga,
eller et effektivt fragment deraf, f.eks. Fab, F(ab') etc.
fragmenter af IgG. Den type immunoanalyse, ved hvilken opfin-
delsen anvendes, er som navnt den kompetitive bindings-im-
munoanalyse. Ved en sddan immunoanalyse til bestemmelse af
en iodothyronin kombineres en forsegspreve af uekstraheret
serum eller plasma med et antistof til den iodothyronin, der
bestemmes, en merket form af iodothyronin samt et blokerings-
middel for TBP-binding. Den andel af market iodothyronin,
der bliver bundet til antistoffet i konkurrence med ethvert
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iodothyronin i preven, sammenlignet med den andel, der for-
bliver ubundet, stdr i relation til koncentrationen af io-
dothyroninen i preven.

Ved homogene immunoanalyser ifglge den foreliggende
opfindelse udtrykker den antistof-bundne form af den mzrkede
iodothyronin en egenskab, der er forskellig fra den ubundne
form, og det adskillelsestrin, der kraves ved heterogene
analyser, kan sdledes undgds. Der kendes i teknikken et bredt
udvalg af homogene immunoanalyse-metoder. Iszr foretrakkes
de metoder, hvor den markning, der konjugeres kemisk med
iodothyroninen, er et enzym eller et enzymfragment, f.eks.
en prosthetisk gruppe, eller er en deltager i en enzym-kata-
lyseret reaktion, f.eks. et substrat, et coenzym, en in-
hibitor eller en aktivator.

Den foreliggende opfindelse er iszr anvendelig i for-
bindelse med homogene kompetitive bindings-immunoanalyser,
hvor et spektrofotometrisk respons frembringes i analysere-
aktionsblandingen ved en bglgelazngde sterre end ca. 300 nm
og sadvanligvis mindre end 700 nm, hvilket respons er in-
dikativt for iodothyronin-koncentrationen i forsegspreven.
De omhandlede blokerende midler har vist sig at have praktisk
taget ingen absorption ved s8danne bglgelzngder. Ved spek-
trofotometrisk respons menes der et optisk detekterbart
signal, der almindeligvis mdles ved en udvalgt bglgelzngde
eller -lazngder. Eksempler p& sddanne signaler er lysemis-
sioner, f.eks. Kkemoluminiscens, herunder bioluminiscens,
og fluorescens, samt lysabsorptioner eller -reflektioner,
f.eks. farveandringer eller -dannelser, og mdlelige absor-
bans- eller reflektansazndringer i det synlige spektrum. I
det fplgende angives der eksempler pé sédanne analysetyper:

1. Fluorescens-undertrvkkelse eller —-forggelse
Det mzrkede konjugat i dette system er i dets mark-

ningsdel sammensat af et fluorescerende stof, hvis fluor-
escens undertrykkes eller foreges i nogen mdlelig grad, nar
det mazrkede iodothyronin-konjugat bindes af antistof. Den
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fluorescerende merkning mdles almindeligvis direkte, idet
dens fluorescens er det detekterbare signalt. Analysesystemer
af denne type er beskrevet i US patentskrifterne nr.
4.160.016 og nr. 3.940.475, i GB patentskrift nr. 1.583.869

og i J. Clin. Path, 30, 526 (1973) .

2. Fluorescens-polarisation
Mzrkningen i dette system er ogsd et fluorescerende

stof, men det pavirkede karakteristikum er imidlertid pola-
risation af fluorescens pd grund af binding af det mzrkede
konjugat med antistof. Analysesystemer af denne type er
beskrevet i J. Exp. Med., 122, 1029 (1975) .

3. Enzymsubstrat-markningsteknik
I dette system er markningen valgt s@ledes, at det

merkede konjugat er et substrat for et enzym, og at enzymets
evne til at virke pd det substrat-mzrkede konjugat pavirkes,
enten i en positiv eller negativ forstand, ved binding af
det markede konjugat med antistof. Indvirkning af enzymet
pd det substrat-merkede konjugat frembringer et produkt,
der kan skelnes ved hjalp af et eller andet trzk, szdvanlig-
vis en kemisk eller fysisk egenskab, f.eks. kemisk reak-
tivitet ved en indikatorreaktion eller f.eks. en fotometrisk
egenskab sdsom fluorescens eller lysabsorption (farve).
Analysesystemer af denne type er beskrevet pd almen mide i
GB patentskrift nr. 1.552.607, samt i Anal. Chem., 48, 1933
(1976), Anal. Biochem., 77, 55 (1977) og i Clin. Chem., 23,
1402 (1977). Ved s8danne metoder under anvendelse af enzym-
substrat-merkninger vil det mzrkede konjugat, f.eks. et
substrat-analyt-konjugat, have den egenskab, at der kan
indvirkes p& det med et enzym ved spaltning eller modifika-
tion til dannelse af et produkt, der har en detekterbar
egenskab, som bevirker, at det kan skelnes fra konjugatet.
Eksempelvis kan konjugatet vare ikke-fluorescerende under
analysebetingelser, men der kan dannes et fluorescerende

produkt ved reaktion med enzym.
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Forskellige fluorogene substrét-markede konjugater
ligger lige for til anvendelse ved sddanne metoder. Eksem-
pelvis kan det mzrkede konjugat have formlen

G-D-R-L,
hvor G er en spaltelig gruppe sdsom phosphat, carboxylat
eller glycon, D er en fluorogen farvestofdel, der efter
fjernelse af G giver et fluorescerende produkt, og D kan
f.eks. vare umbelliferon, fluorescein, rhodamin eller deri-
vater deraf, R er en forbindende gruppe, og L er bindings-
komponenten, sazdvanligvis analytten, f.eks. en iodothyronin,
eller et derivat deraf. Enzymatisk spaltning, f.eks. med
phosphatase, carboxylase eller glycosidase, af det mzrkede
konjugat p&virkes ved binding, f.eks. med antistof, til L-
-delen af konjugatet, jfr. US patentskrift nr. 4.279.992.
Ved en sarlig foretrukken substrat-m@rknings-analysemetode

anvendes der et mzrket konjugat af typen:

CHZOH

OH 0 0
i hvilken R er en forbindende gruppe, og L er bindingskom-
ponenten, f.eks. analyten eller en dermed analog, hvorved
enzymet B-galactosidase's evne til at spalte konjugatet til
dannelse af et produkt, der er skelneligttﬁed dets fluor-
escens, inhiberes ved binding af konjugatet med antistof.

Andre nyttige substrat-mezrkede konjugater er kon-

jugaterne med formlen

_ D-R-L
hvor R er en enzym-spaltelig forbindende gruppe, f.eks.
phosphat, carboxylat eller lignende, L er bindingskomponenten

som ovenfor, og D er en fluorogen farvestofdel som ovenfor,
der ved spaltning af R frigerer en fluorescerende indikator.
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Ved .en szrlig foretrukken teknik anvendes der et market

konjugat af typen:

R

nvor Rl er en binding eller kazde, der forbinder den mzrkede
komponent L til den spaltelige phosphatgruppe, o©og R? er
hydrogen eller en substituentgruppe sé&som lavere alkyl,
f.eks. methyl eller ethyl, N-alkylamido eller N- (hydroxy-
-substitueret lavere alkyl)-amido, f.eks. —CONH——CHy—)yOH,
hvor n = 2-6, jfr. US patentskrift nr. 4.273.715. Umbel-
liferon-resten kan bzre andre eller yderligere substituenter,
se Anal. Chem., 40, 803 (1968). Spaltning med phosphodieste-
rase pavirkes ved binding af antistof til L-delen af kon-

jugatet.

4. Energioverforsel
I dette system er merkningen den ene del af et ener-

gioverferings-donor-acceptor-par, og antistoffet konjugeres
med den anden del af dette par. Nar det mzrkede konjugat
s&ledes bindes med antistof, ndres energiudtrykket for
donorkomponenten i parret ved overfering til acceptorkom-
ponenten. Szdvanligvis er donoren et fluorescerende stof,
og acceptoren er et undertrykkende middel derfor, hvilket
middel samtidig eventuelt ogsd kan vare et fluorescerende
stof. I en sddan udferelsesform er det detekterbare signal
fluorescens, men andre detekteringssystemer er ogsd mulige.
sidanne analysesystemer er beskrevet i US patentskrifterne
nr. 3.996.345, nr. 4.174.384 og nr. 4.199.559 samt i GB
patentskrift nr. 2.018.424.
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5. Kemisk exciteret fluorescens

I dette system er mzrkningen atter et fluorescerende
stof, men evnen for den fluorescerende mzrkning til at blive
kemisk exciteret til en energitilstand, ved hvilken den
fluorescerer, pé&virkes ved binding af det mzrkede konjugat
med antistof. Kemisk excitation af merkningen opnds almin-
deligvis ved udszttelse af den fluorescerende mzrkning for
en in situ dannet forbindelse med hej energi. Analysesystemer
af denne type er beskrevet i US patentskrift nr. 4.238.195.

6. Sterisk hindring med dobbelt antistof
Et andet analysesystem er det dobbelt antistof-im-

munoanalysesystem, der er beskrevet i US patentskrifterne
nr. 3.935.074 og nr. 3.998.943. Det markede konjugat omfatter
to epitoper, af hvilke den ene deltager i den immunologiske
reaktion med liganden og anti-ligand antistof, og af hvilke
den anden kan bindes med et andet antistof, men med den
restriktion, at de to antistoffer er hindrede i samtidig
binding til det markede konjugat. Den anden epitop kan vare
et fluorescerende stof, hvis fluorescens undertrykkes af
den anden antistof-binding, eller den kan deltage i en stot-
tende kompetitiv bindingsreaktion med en mzrket form af den
anden epitop til binding til det andet antistof. Forskellige
detekteringssystemer er mulige i et sddant system som be-
skrevet i de ovennazvnte patentskrifter. Beslzgtede analyse-
systemer er beskrevet i US patentskrifterne nr. 4.130.462
og nr. 4.161.515 samt i GB patentskrift nr. 1.560.852.

7. Anvendelse af merkning med prosthetisk gruppe

I dette system er mzrkningen en prosthetisk gruppe
af et enzym, og evnen for et katalytisk inaktivt apoenzym
til kombination med den prosthetiske gruppe-merkning til
dannelse af et aktivt enzym (holoenzym) padvirkes ved binding
af det mzrkede konjugat med antistof. Resulterende holoen-
zymaktivitet kan mdles med konventionelle detekteringssy-
stemer til opndelse af et endeligt detekterbart signal.
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Analysesystemer af denne type er beskrevet i US patentskrift
nr. 4.238.565. Ved en sarlig foretrukken prosthetisk grup-
pe-mzrknings-analysemetode anvendes der flavin-adenin-dinu-
cleotid (FAD) som markning og apoglucoseoxidase som apoen-
zymet. Resulterende glucoseoxidase-aktivitet kan midles ved
hjzlp af et kolorimetrisk detekteringssystem indeholdende
glucose, peroxidase og et indikatorsystem, der frembringer
en farvezndring som respons p& hydrogenperoxid. Fluorometrisk
detektering af hydrogenperoxid er ogsd mulig under anvendelse
af et egnet fluorogent substrat.

8. Anvendelse af coenzym-mzrkning
Det mezrkede konjugat i dette system er i dets mark-

ningsdel sammensat af en coenzym-aktiv funktionalitet, og
evnen for en s&dan coenzym-merkning til at deltage i en
enzymatisk reaktion pavirkes ved binding af det markede
konjugat med antistof. Hastigheden af den resulterende en-
zymatiske reaktion kan m&les med konventionelle detekterings-
systemer til opnaelse af et endeligt detekterbart signal.
Analysesystemer af denne type er beskrevet i GB patentskrift
nr. 1.552.607, og i Anal. Biochem., 72, 271 (1976), i Anal.
Biochem., 72, 283 (1976) og i Anal. Biochem., 76, 95 (1976).

9. Anvendelse af enz -modulator-merknin

Det mzrkede konjugat i dette system er i dets merk-
ningsdel sammensat af en enzym-modulerende funktionalitet
sisom en enzyminhibitor eller -stimulator, og evnen for en
s3dan modulator-merkning til modulering af aktiviteten af
et enzym padvirkes af bindingen af det merkede konjugat med
antistof. Hastigheden for den resulterende enzymatiske reak-
tion kan miles med konventionelle detekteringssystemer til
opndelse af et endeligt detekterbart signal. Analysesystemer
af denne type er beskrevet i US patentskrifterne nr.
4,134.792 og nr. 4.273.866. Szrlig foretrukken er anvendelsen
af methotrexat som merkning med dihydrofolat-reduktase som

det modulerede enzym.
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10. Anvendelse af enzym-mazrkning
I dette system er mzrkningen et enzym, og aktiviteten

af enzym-mzrkningen pAvirkes ved binding af det markede
konjugat med antistof. Resulterende enzymaktivitét kan mdles
med konventionelle detekteringssystemer til opndelse af et
endeligt detekterbart signal, f.eks. absorption eller fluor-
escens. Analysesystemer af denne type er beskrevet i US pa-
tentskrifterne nr. 3.817.837 og nr. 4.043.872.

Andre homogene kompetitive bindings-immunoanalyseme-
toder kan anvendes, uden at der derved gas uden for nar-
verende opfindelses rammer.

Eftersom is@r fenclofenac ogsd vil have en uvasentlig
inhiberende virkning p& den katalytiske aktivitet af mange
enzymer ved koncentrationer, i hvilke forbindelsen er effek-
tiv som et TBP-blokerende middel, er den foreliggende opfin-
delse yderligere fordelagtig ved homogene immunoanalyser
involverende enzymatiske reaktioner. S8danne analyser omfat-
ter de ovenfor beskrevne anvendelser af enzymsubstrat-merk-
ning, prosthetisk gruppe-mzrkning, coenzym-mazrkning, enzym-
modulator-merkning og enzym-merkning. Med uvesentlig inhi-
berende virkning pé& enzymatisk aktivitet menes der, at ha-
stigheden for katalyse ikke nedsazttes mere end ca. 70%, szd-
vanligvis mindre end 50% og fortrinsvis mindre end 30%.

Den biologiske vaske, der skal testes, kan vare en
vilkdrlig vaske, i hvilken den eller de iodothyroniner, der
er af interesse, uensket kan associeres med bindingsprotei-
ner. Ifplge opfindelsen er den biologiske vaske uekstraheret
serum eller plasma.

Reagensmidlerne ifplge den foreliggende opfindelse om-
fatter alle de essentielle kemiske bestanddele, der kraves
til udferelse af en ensket iodothyronin-immunoanalysemeto-
de som omfattet af opfindelsen. Reagensmidlerne er til stede
i en kommercielt pakket form som en komposition eller en
blanding, s&fremt reagensernes kompatibilitet tillader det,
i en testmaterialekonfiguration eller i form af et testsat,
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dvs. en pakket kombination af én eller flere beholdere, der
indeholder de forngdne reagenser. Inkluderet i reagensmid-
lerne er de reagenser, der er egnede til det enskede bin-
dingsreaktionssystem, og som omfatter en af de her omhandlede
forbindelser, f.eks. fenclofenac, som et TBP-blokerende mid-
del. Sadanne bindingsreaktions-reagenser omfatter alminde-
ligvis ud over det blokerende middel et merket iodothyronin-
-konjugat, antistof til den iodothyronin, der skal bestem-
mes, og eventuelt andre TBP-blokerende midler, sifremt dette
gnskes. Reagensmidlerne kan naturligvis omfatte andre mate-
rialer, der er kendte i teknikken, og som kan vare gnskelige
set fra et kommercielt eller fra et anvendelsesmessigt syns-
punkt, f.eks. puffere, fortyndingsmidler eller standarder.
Iszr foretrzkkes et testsat til den homogene kompetitive bin-
dings-immunoanalyse ifelge opfindelsen indeholdende (a) et
antistof til den iodothyronin, der skal bestemmes, (b) et
merket iodothyronin-konjugat, der har en detekterbar egen-
skab, som &ndres ved binding med antistoffet, og (c) en
forbindelse ifplge opfindelsen som et TBP-blokerende middel.
Den specifikke markning, der anvendes, vil afhznge af den
teknik, der benyttes, jfr. ovenfor. Der foretrzkkes ogsd et
testmateriale indeholdende en reagenskomposition indeholdende
et iodothyronin-antistof, et mzrket iodothyronin-konjugat,
der har en detekterbar egenskab, som zndres ved binding med
antistoffet, og en forbindelse ifelge opfindelsen som et
TBP-blokerende middel, samt et fast bzremateriale, der er
inkorporeret i reagenskompositionen. De forskellige former
for et s&dant testmateriale er beskrevet i den europziske
patentansegning, der er publiceret under nr. 51213, hvortil
der henvises.

opfindelsen skal illustreres nazrmere i de felgende
eksempler, der ikke skal opfattes som begraznsende.
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Eksempler
Eksempel 1
Dissociation af thyroxin fra humant serum med fenclo-

fenac og diclofenac
En mengde p& oa. 3 ml humant serum far lov at zkvi-

librere med radioaktivt merket thyroxin (125I-thyroxin fra
Amersham-Searle, Arlington Heights, Illinois, USA) i ca. 8
timer.

Derpd kombineres 100 microliter (ul) aliquoter af
dette serum med 300 pl aliquoter af 0,1 M natriumphosphat-
puffer, pH = 6,5, indeholdende forskellige koncentrationer
af fenclofenac (GB patentskrift nr. 1.308.327, eksempel 6).
Derefter sazttes 180 pl aliquoter af hver af disse blandinger
til 2 ml kolonner af Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemi-
cals, Piscataway, New Jersey, USA) akvilibreret med 0,1 M
natriumphosphatpuffer med pH = 6,5. Radioaktiviteten pa
kolonnerne mdles, og kolonnerne vaskes med 5 ml af pufferen.
Radioaktiviteten af hver kolonne mdles igen, og resultaterne,
der er vist i tabel I, anvendes som mdl for thyroxin, der er

dissocieret fra serumproteiner.

Tabel T
Fenclofenac Procent thyroxin
(mM) dissocieret
0 19
0,25 50
0,50 72
1,0 79
2,0 98

5,0 100
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Der udfgres et andet forsgg til sammenligning af
dissociationsegenskaberne for fenclofenac og diclofenac.
Med radioaktivt iod mzrket thyroxin (1251-thyroxin fra Amers-
ham-Searle, Arlington Heights, I1l, USA) zkvilibreres med 5
ml normalt humant serum i 48 timer ved 4°C. Aliquoter af
dette serum szttes til 300 pl af 0,1 M natriumphosphat, pH
= 7,0, indeholdende forskellige koncentrationer af fenclo-
fenac eller diclofenac (se eksempel 11) til opndelse af de
slutkoncentrationer, der er angivet i tabel IA. Efter 5
minutters inkubation ved stuetemperatur szttes en 165 pl
aliquot til en Sephadex®—kolonne fra et Seralute®-thyroxin-
-analyse-szt (Miles Laboratories, Inc., Ames Division, Elk-
hart, IN, USA), der er blevet zkvilibreret med 0,1 M natri-
umphosphat, pH = 7,0. Den totale radioaktivitet, der til-
feres kolonnerne, miles, og det udissocierede materiale
vaskes gennem kolonnen med 3 ml puffer. Der foretages tal-
linger i kolonnerne til bestemmelse af den procentdel af
thyroxin, der er dissocieret fra serumproteinerne.

Tabel IA
Koncentration af Procent dissocieret Procent dissocieret

dissocierings- (Fenclofenac) (Diclofenac)
middel (mM)

0 9 9

0,25 40 48

0,50 61 61

1,00 71 73

2,00 75 77

4,00 79 80

8,00 81 82

0,25 mM fenclofenac i en iodothyronin-immunoanalysere-
aktionsblanding kan siledes forventes at frigere og blokere
bindingen af ca. 40-50% af den protein-bundne iodothyronin,
og 0,50 mM kan forventes at blokere ca. 60-70%. Det andet
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forseg viser, at begge dissocieringsmidler er lige effektive
til dissociering af iodothyronin fra serumproteiner ved en

immunoanalysereaktion.

Eksempel 2
Virkning af fenclofenac pd bindinden af thyroxin med

antistof

En rzkke antistof-bindingsreaktioner bringes til ud-
ferelse i 0,1 M natriumphosphatpuffer, pH = 6,5, til opndelse
af slutrumfang p& 0,6 ml indeholdende forskellige koncentra-
tioner af fenclofenac. Hver reaktionsblanding indeholder
1251—thyroxin, 20 pl normalt kanin-immunoglobulin og 2 pl
antistof til thyroxin. Blandingerne inkuberes ved stuetem-
peratur i ca. 3 timer, hvorpd der tilsazttes 400 pl 50%'s
(vegt/rumfang) polyethylenglycol. De fzldede proteiner op-
samles ved centrifugering, og radioaktiviteten i hver fzld-
ning mdles. Resultaterne fremgdr af tabel II som procent af
radiocaktiviteten i fzldningen uden fenclofenac.

Tabel II

Fenclofenac Procent 125I-thvroxin
(mM) i faldning

100
97
80
69
61
43

De angivne data viser,at koncentrationer af fenclo-
fenac under ca. 5 mM inhiberer antistof-bindingsreaktionen
kun ca. 50%, og at koncentrationer under ca. 2,5 mM kun in-
hiberer ca. 60%. P& basis af disse data og de i eksempel 1
angivne data vil foretrukne fenclofenac-koncentrationer i
en thyroxin-immunoanalyse-reaktionsblanding ligge i omrédet
fra 0,25 til 1,0 mM.
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Eksempel 3

Radioimmunoanalyse for thyroxin
En radioimmunoanalyse for thyroxin i serum udferes

under anvendelse af fenclofenac son det TBP-blokerende mid-

" del. Serum-standarder i 100 pl aliquoter indeholdende kendte

koncentrationer af thyroxin kombineres med 290 ul 0,1 M na-
triumphosphatpuffer, pH = 6,5, en mengde fenclofenac, der
giver en koncentration pd 0,67 mM i den endelige analyse-
blanding, 2 ul kanin-antistof til thyroxin og en fikseret
mzngde 125I-thyroxin (ca. 34.000 tzllinger pr. minut pr.
100 pl i det endelige rumfang). Efter inkubering ved stue-
temperatur i 2 timer tilszttes der 400 pl 50%'s (vagt/rum-
fang) polyethylenglycol, og de fremkomne fzldninger opsamles
ved centrifugering. Derefter mlles radioaktiviteten .af hver
fzldning. Resultaterne er vist i tabel III (ug/dl betegner

mikrogram pr. deciliter).

Tabel IIT
Thyroxin Tzllinger pr. minut
(pg/dl) i fzldning
0 23.700
1,0 21.800
2,5 17.300
5,0 14.400
10,0 10.000
20,0 7.500

Disse data viser, at ndr thyroxin-niveauet i serumpre-
ven forgges, formindskes mangden af merket thyroxin bundet
£il antistof. Det er sdledes pavist, at fenclofenac kan
anvendes effektivt ved kompetitive bindings-immunoanalyser

for iodothyroninen thyroxin i serum.
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Eksempel 4
Optiske absorptionsspektre for fenclofenac og diclo-

fenac

Der fremstilles en 50 mM oplesning af fenclofenac i
fortyndet natriumhydroxidoplesning, og denne iagttages ikke
at have nogen synlig farve. Det optiske absorptionsspektrum
for en 0,5 mM oplesning i 0,1 M natriumphosphatpuffer, pH =
6,5, undersgges og udviser ingen signifikant absorption over
300 nanometer (nm). Fenclofenac kan sdledes ikke have nogen
signifikant virkning pd spektrofotometriske signaler frem-
kommet over denne bglgelzngde.

I modsztning hertil har det konventionelt anvendte
blokerende middel ANS en signifikant absorption over 300
nm. En 50 uM oplesning af ANS i 0,1 M phosphatpuffer, pH =
7,0, viser et bredt absorptionsb&nd fra 300 til 400 nm med
en top pd 0,5 ved ca. 350 nm. ANS giver sdledes signifikant
absorption ved meget lave koncentrationer, nemlig koncentra-
tioner, der ligger langt under de, ved hvilke ANS normalt
anvendes som et blokerende middel (omkring 1 mM).

Ved et andet forseg fremstilles der oplesninger af
fenclofenac og diclofenac ved oplesning af disse i 0,1 M
natriumhydroxidoplesning, og spektrene optages under anven-
delse af et Bausch & Lomb Spectronic 2000 dobbeltstrile-scan-

nings-spektrofotometer.
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Tabel IIIA
Fenclofenac * Diclofenac *
Amax 275 275
269
NaOH
2,06 x 103 11,8 x 103
€max 2,05 x 103
Amin 257 248
NaOH 1,52 x 103 6,4 x 103
€min

* Bplgelangde i nanometer (nm) og extinktionskoefficient

i M1l xenl.

omend begge forbindelser har et absorptionsspektrum
ner ved UvV-omrddet, har ingen af dem en absorbans over 320
nm. Ingen af forbindelserne vil bidrage med nogen interferens
med spektrofotometrisk frembragte signaler over denne bglge-

lzngde.

Eksempel 5
Virkning af fenclofenac pd aktiveringen af apogluco-
seoxidase med FAD-merkede konjugater

Der udferes en rzkke apoenzym-reaktiveringsmdlinger
under anvendelse af forskellige koncentrationer af fenclo-
fenac. Analyserne udfegres ved 37°C, og de endelige reagens-
koncentrationer i 0,1 M phosphatpuffer med pH = 7,0 er 1,0
nanomolar (nM) FAD-mazrket konjugat (et FAD-theophyllin-kon-
jugat som beskrevet i US patentskrift nr. 4.238.565), 50
nM apoglucoseoxidase (US patentskrift nr. 4.268.631), 2,5
pl/ml anti(glucoseoxidase)-antiserum, 2 mM natriumdichlor-
hydroxybenzensulfonat (DHSA), 0,2 mM 4-amino-antipyrin, 0,1
M glucose, 20 pg/ml peroxidase og 0,1% (vagt/rumfang) okse-
serumalbumin. Apoenzymet og anti(glucoseoxidase) for-inkube-
res, hvorpd@ reaktionen pdbegyndes ved indblanding af de
gvrige reagenser. Reaktionsblandingen inkuberes i 5 minutter,
hvopd absorbansen ved 520 nm aflases. Resultaterne i tabel
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IV relaterer fenclofenac-koncentration til dannelse af aktiv

glucoseoxidase.

Tabel IV

Fenclofenac Procent apoglucose-
(mM) -oxidase-aktivitet

100
81
66
61
54
47

Disse data viser, at fenclofenac-koncentrationer under 2,5
mM tillader rekombinationen af apoglucoseoxidase og FAD-
-merkede konjugater at foregd med en hastighed, der er til-
strakkelig til anvendelse af en immunoanalyse med en pro-
sthetisk gruppe-mzrkning (US patentskrift nr. 4.238.565).

Til sammenligning udferes der en rzkke apoenzym-reaktive-
ringsmdlinger med forskellige koncentrationer af det konven-
tionelt anvendte blokeringsmiddel ANS. Der fremstilles fol-

gende reagenser:

Reagens A 0,105 M kaliumphosphatpuffer, pH = 7,0
0,105 M glucose
2,2 mM DHSA
21 pg/ml peroxidase
1,1% (w/v) okseserumalbumin
5,26 nM FAD-merket konjugat, jfr. ovenfor.

Reagens B 4 pM apoglucoseoxidase, jfr. ovenfor
30% (w/v) glycerol
50 mM phosphatpuffer, pH = 7,0
8 mM 4-aminoantipyrin.
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ANS opleses direkte i sarskilte aliquoter af reagens
A i de i tabel V angivne koncentrationer. Apoenzym-aktivitet
bestemmes ved anbringelse af 50 ul af reagens B i en kuvette
og pébegyndelse af reaktionen ved tilsztning af 1,90 ml af
reagens A. Analysereaktionsblandingerne inkuberes i 10 mi-
nutter ved stuetemperatur, og absorbanserne ved 520 nm af-
leses. Resultaterne fremgdr af tabel V.

Tabel V
ANS Procent apoglucose-
(mM) -oxidase-aktivitet
0 100
0,1 64
0,2 46
0,5 13
1,0 0

~

Disse data viser, at ANS-koncentrationer over ca.
1,0 mM totalt inhiberer rekombinationsreaktionen. Eftersom
ANS-koncentrationer omkring denne koncentration kraves til
blokeringsmiddelform&l, kan ANS ikke anvendes ved immunoana-
lysen.

Ved et andet forseg underseges virkningen af fenclo-
fenac p& aktiveringen af apoglucoseoxidase med et FAD-iodo-
thyronin (T-4)-konjugat. Aktiveringen af apoglucoseoxidase
udf¢res med forskellige koncentrationer af fenclofenac og
gennemfgres ved 37°C. Til to szt analyser indeholdende 96
mM natriumphosphat,pH = 7,0, 95 mM glucose, 1,0 mM natrium-
dichlorhydroxybenzensulfonat (DHSA), 19 ug/ml peroxidase og
forskellige koncentrationer af natrium-fenclofenac sattes
der apoglucoseoxidase, 4-amino-antipyrin og anti(glucoseoxi-
dase) i slutkoncentrationer pd henholdsvis 100 nM, 100 pM
og 5 pl/ml, eller 2,1 nM slutkoncentration af et FAD-thyrox-
in-konjugat. Efter for-inkubering af analysemedierne i 5
minutter ved 37°C szttes FAD-thyroxin-konjugatet eller apo-
glucoseoxidase-reagenset til det enskede analyseszt. Absor-
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bansen ved 520 nm aflzses efter en inkubering pa 330 sekun-
der. De fremkomne data angives som en procent af den absor-
bans, der aflazses, nr der ingen fenclofenac er til stede.

Tabel TVA
Fenclofenac Begyndt med Begyndt med
(mM) apoenzym-tilsztning konjugat-tilsaztning
0 ' 100 100
0,16 100 97
0,31 98 92
0,63 97 94
1,25 93 95
2,5 90 85
5,0 78 74
10,0 53 54

Det kolorimetriske respons formindskes med kun 8~10%
ved ca. 2 mM fenclofenac, ndr der anvendes et FAD-thyroxin-
-konjugat til at aktivere apoglucoseoxidasen under de betin-
gelser, der anvendes til en virkelig iodothyronin-immunoana-

lyse.
Eksempel 6
Undersggelse af fluorescens-undertrykkelse med fen-—

clofenac

Der udferes fluorescensmdlinger i 50 mM bicinpuffer
(N,N-bis-(2-hydroxyethyl)—glycin, Calbiochem-Behring, La
Jolla, California, USA), pH = 8,3, under anvendelse af et
Aminco Bowman fluorometer (American Instruments, Silver
Springs, Maryland, USA), idet excitation fastzzgges ved
400 nm og emission ved 450 nm, hvilket er fluorescensbetin~
gelserne for den ﬁ-galactosyl-umbelliferon-enzymsubstrat—
merkede fluorescens-immunoanalyse (SLFIA), der er beskre-
vet i US patentskrift nr. 4.279.992. Under disse betingel-
ser udviser 10 mM fenclofenac ikke nogen fluorescens.
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Der udferes undertrykkelses-undersegelser ved mdling
af fluorescensen af en 1,3 puM oplesning af 2-(7-hydroxy-3-
carboxamidocoumarin)-ethanol (US patentskrift nr.
4.273.715) i narvarelse af forskellige niveauer af fenclo-
fenac. Forholdene mellem iagttaget fluorescens (F) og fluor-
escens i fravarelse af fenclofenac (Fo) versus fenclofenac-

-koncentration beregnes og fremgdr af tahel VI.

Tabel VI
Fenclofenac
(mM) F/Fo
0 1,00
0,2 1,00
1,0 1,01
2,0 1,00
5,0 1,00
10,0 1,02

Disse data viser, at fenclofenac praktisk taget ikke
udviser nogen undertrykkelse af det umbelliferon-fluores-
cerende middel, der anvendes ved SLFIA-teknikken, og derfor
er velegnet til anvendelse som et TBP-blokerende middel ved
en sédan homogen immunoanalyse-teknik (US patentskrift nr.
4.279.992).

Eksempel 7
Virkning af fenclofenac p& aktiviteten af enzymet

dihydrofolat-reduktase
Der fremstilles analyseblandinger, der skal indeholde

forskellige koncentrationer af fenclofenac, samt, i et 1
ml slutrumfang ved 37°C, 0,3 mM thiazoylbldt, 0,115 M dihy-
drofolat, 0,5 mM NADPH og 0,012 enheder pr. ml af dihydrofo-
jat-reduktase. Absorbansen for hver reaktionsblanding aflases
ved 560 nm over en 10 minutters inkubationsperiode ved 37°C.

Resultaterne er angivet i tabel VII.



10

15

20

25

30

35

DK 1585348B

26

Tabel VIT

Fenclofenac Absorbansandring,
(mM) i lgbet af 10 minutter

0 0,360
0,359
0,365
0,355
0,332
0,273
0,118

Disse data viser, at fenclofenac ikke bevirker vesent-
lig inhibering af enzymaktivitet ved koncentrationer under
1,0 mM, der er effektive til dissociering af thyroxin fra
serumproteiner og sdledes er velegnet til anvendelse som et
TBP-blokerende middel ved enzymmodulator-market homogen im-
munoanalyse (US patentskrift nr. 4.134.792).

FEksenmpel 8

Enzyminhibitor-merket immunoanalyse for thyroxin
En enzyminhibitor-mzrket immunoanalyse (US patent-

skrift nr. 4.134.792) for thyroxin i serum udferes under
anvendelse af fenclofenac som det TBP-blokerende middel.
Serum-standarder i 40 pl aliquoter indeholdende kendte kon-
centrationer af thyroxin kombineres med 0,2 ml af et anti-
stof-reagens hestdende af 21 pl kanin-antiserum til thyroxin
i 1 ml 0,1 M natriumphosphatpuffer, pH = 6,5, indeholdende
0,3 M kaliumchlorid, 0,05% natriumazid og 0,5 mM fenclofenac.
Efter en inkubation p& 30 sekunder szttes der til hver blan-
ding 0,2 ml af et konjugat-reagens bestdende af 0,63 mg/ml

NADPH (0,65 mM), 0,0175 uM af et methotrexat-thyroxin-kon-

jugat (fremstillet som beskrevet i en samtidig hermed ind-
leveret US patentansggning med benzvnelsen "Methotrexate-
-Labeled Iodothyronine Conjugates" (Docket No. MS-1210)) i
10 mM natriumcarbonatpuffer, pH = 9,5. Efter yderligere 30
sekunders inkubation szttes der til hver blanding 0,2 ml
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af et enzymreagens bestdende af dihydrofolat-reduktase ved
en koncentration p& 27,5 nM methotrexat-bindingssteder i
0,1 M tris-HCl-puffer (tris- (hydroxymethyl)-aminomethan-hy-
drochloridsalt, Calbiochem-Behring, La Jolla, California,
Usa), pH = 8,5, indeholdende 0,5% (vegt/rumfang) gelatine
og 0,005% (vagt/rumfang) chlorhexidin (Sigma Chemical, St.
Louis, Missouri, USA). Efter yderligere 5 minutters inkuba-
tion szttes der til hver blanding 50 ul af 2,5 mM dihydro-
folat i 0,1 M tris-HCl, pH = 8,5. 45 sekunder senere aflases
absorbansen for hver oplegsning ved 340 nm over et tidsrum
pd 1 minut. Resultaterne fremgdr af tabel VIII.

Tabel VIIT
Thyroxin Absorbanzzndring
(kg/dl) pr. minut
0 0,1682
1,0 0,1659
2,5 0,1648
10,0 0,1571
20,0 0,1498

Det ses s8ledes, at ndr thyroxin-niveauet i serumpre-
ven forgges, foregges omfanget af endyminhibering med inhibi~-
tor-thyroxin-konjugatet. Fenclofenac interfererer ikke va-
sentligt med hverken det spektrofotometriske respons ved

340 nm eller med den enzymatiske reaktion.
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Eksempel 9
nzymsubstrat-merket immunoanalyse oxin
A. Syntese af mazrket konjugat - 5-(thyroxinamido)-pen-
tyl, 4-methyl-umbelliferon, hydrogenphosphat.

I I 0
'
H 0 - HZ(‘SHCONH—(-CHZ-}—SO}’O 0
1 o\H 0°
I 3 Z

En oplesning af 8,73 g (10 mmol) N-trifluoracetyl-L-
-thyroxin, 1,133 g (11 mol) 5-amino-l-pentanol og 2,79
(20 mmol) 1-hydroxybenzotriazol i 125 ml tert dimethylform-
amid (DMF) afkeles til =-5°C under omre¢ring under argon.
Hertil szttes der 2,28 g (11 mmol) dicyclohexylcarbodiimid.
Kolebadet fjernes, og reaktionsblandingen fdr lov at komme
op p& stuetemperatur, og den omreres i 3 timer. Oplesnings-
midlet fjernes i vakuum. Remanensen optages i 250 ml ethyl-
acetat, filtreres og vaskes med 150 ml mzttet vandig natrium-
bicarbonatoplesning og 5% vandig citronsyreoplesning. Denne
remanens renses ved przparativ veskechromatografi i en sil-
icagelkolonne ved eluering med methylenchlorid og acetone i
rumfangsforholdet 5:1. Herved fds der 6,5 g (67%'s udbytte)
af N-(5-hydroxypentyl)-amidet af N-trifluoracetylthyroxin i
form af et hvidt, fast stof med smp. 202-203°C.
Analyse, beregnet for CpyHp1F3I4N305:

c = 27,58%, H=2,21%, N = 2,92%
fundet: C = 27,89%, H = 2,18%, N = 3,36%.

N-(5-hydroxypentyl)-amidet (5,75 g eller 6 mmol) og
2,01 g (6 mmol) af pyridinsaltet af 4-methyl-umbelliferon-
-monophosphat suspenderes i 75 ml tert DMF. Blandingen kon-
centreres til ca. 25 ml's rumfang p& en rotationsfordamper
tilsluttet en vakuumpumpe. Yderligere 20 ml tert DMF tilsat-
tes, efterfulgt af 30 ml ter pyridin. Der tilszttes derpa
2,48 g (12 mmol) fast dicyclohexylcarbodiimid, og reaktions-
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blandingen omreres under argon ved stuetemperatur i 24 tbner.
Oplesningsmiddel fjernes under vakuum, og remanensen omregres
med 300 ml 0,1 M vandig triethylammoniumbicarbonatoplesning
i 1 time. Den hvide fazldning skilles fra ved filtrering, og
den omrores derpd i 30 minutter i 300 ml ether og filtreres.
Herved efterlades der 8 g af det onskede produkt forurenet
med dicyclohexylurinstof. Denne remanens (1,6 g) optages i
methanol (noget uopleseligt materiale fjernes ved filtrering)
og chromatograferes p& Sephadex LH-20 (60 cm x 5 cm), idet
der elueres med methanol. Stremningshastigheden er 0,5 ml
pr. minut, og der opsamles fraktioner pd 10 ml.
Fraktionerne nr. 69-76 slds sammen og inddampes,
hvorved der i form af et hvidt, glasagtigt fast stof fés
390 mg 5-(N-(trifluoracetamido)-thyroxinamido)-pentyl, 4-
-methyl-hydrogenphosphat, triethylammoniumsalt.
Analyse, beregnet for C3gHy3F3I4PN30q¢:

C = 35,18%, H = 3,34%, N = 3,24%
fundet: C = 37,01%, H = 3,63%, N = 3,36%.

En portion p& 200 mg af den N-trifluoracetamido-be-
skyttede phosphodiester oplgses i 50% vandig methanol, pH =
12, i 3 timer. Reaktionen undertrykkes med 0,5 ml eddikesyre,
og der koncentreres derpd til terhed under vakuum. Remanen-
sen optages i methanol indeholdende en lille mzngde ammonium-
hydroxid, der tilsattes 2,5 g silicagel, og oplesningsmidlet
fjernes. Den imprazgnerede adsorbent anbringes pd toppen af
en kolonne af 25 g silicagel i en blanding af chloroform,
methanol og koncentreret ammoniumhydroxidopleésning i rum-
fangsforholdet 10:5:1. Kolonnen elueres med dette oplgs-
ningsmiddel, og der opsamles fraktioner pd 9 ml.

Fraktionerne nr. 10-21 slds sammen og inddampes,
hvorved der f&s 100 mg 5-(thyroxinamid)-pentyl, 4-methyl-
-umbelliferon, hydrogenphosphat, i form af et hvidt, mikro-
krystallinsk fast stof med smp. 191-192°C (bliver merkere
fra 188°C).
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Analyse, beregnet for C;gHygI4PHp09.H0:
C = 32,22%, H=2,79%, N = 2,50%
fundet: C = 32,37%, H = 2,71%, 2,46%.

2
n

B. Analysemetode.
Der tilvejebringes de felgende reagenser:

Reagens A 50 mM bicinpuffer med 0,1% natriumadid, pH =
' 8,5.

Reagens B 60 mM fenclofenac i 0,5 N natriumhydroxid.

Reagens C Thyroxin-standarder med koncentrationer pa

0,2, 4, 6, 8, 10, 12, 16 og 20 ug/dl, fremstil-
let ved at sztte thyroxin (Sigma) til thyroxin-
-frit serum.

Reagens D Antistof/enzym-reagens indeholdende 50 ul
antiserum pr. ml og 0,12 enheder pr. ml af
phosphodiesterase (Sigma, Type VII) i bicin-
puffer.

Reagens E 1,24 pM af det markede Kkonjugat (afsnit A
ovenfor) i 5 mM formiat, 0,1% natriumazidpuf-
fer, pH = 3,5.

Analyseforskriften involverer tilsztning af 75 pl af
reagens B og 0,5 ml af reagens A til en kuvette, efterfulgt
af 75 pl af et egnet reagens C og yderligere 0,5 ml af rea-
gens A, samt til slut 75 pl af reagens D og en tredie portion
p& 0,5 ml af reagens A. Efter 1 times inkubation ved stuetem-
peratur pdbegyndes analysereaktionen ved tilsztning af 75 ul
af reagens E og 0,5 ml af reagens A til kuvetten. Fluores-
censen (excitation = 360 nm, emission = 450 nm) mdles 20 mi-

nutter efter tilsaztning af reagens E.

C. Resultater.
Analysen gennenfeores for hvert reagens ¢, og der
opnds de i tabel IX viste resultater.
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Tabel IX
Thyroxin Fluorescens-
(ng/dl) enheder
0 24,9
2 25,5
4 26,4
6 27,2
8 26,7
10 27,1
12 30,0
16 30,1
20 30,8

N&r thyroxin-koncentrationen forgges, forgges
ogs& fluorescens-emissionen, og der tilvejebringes sdledes

en analysemetode for thyroxin.

Fksempel 10 .
anvendelse af fenclofenac eller diclofenac i et
agoenzymreaktiverings-immunoanalzsesystem for serum-

-thyroxin
standardkurver for serum-thyroxin frembringes under

anvendelse af en halvautomatisk analyseforskrift i et Gil-
ford Clinical Chemistry Analyzer System 203-S (Gilford In-
strument Laboratories, Oberlin, OH, USA). Pufferen indehol-
dende 96 mM natriumphosphat, pH = 7,0, 2,1 mM dichlorhydroxy-
benzensulfonat (DHSA), 21 ug/ml peroxidase, 105 mM glucose
og 2 mM natrium-fenclofenac eller natrium-diclofenac forvar-
mes til 37°C, inden der szttes 0,8 ml til reaktionsbageret
sammen med 0,05 ml af 200 pl/ml thyroxin-standarder i T4,T3-
-fri humant serum (AMF Biological and Diagnostic Products,
Sequin, Tx, USA), 100 ul/ml anti(glucoseoxidase)-antiserum,
15 pl/ml anti(thyroxin)-antiserum og 0,03 M natriumphos-
phat, pH = 7,0. FAD-thyroxin-konjugatet (40 nM i 0,1 M na-
triumphosphat, pH = 7,0, 0,01% Triton X-100) som en 0,05 ml
aliquot sattes til reaktionsbzgeret og far lov at zkvilibrere
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i 30 sekunder. Reaktionen initieres ved tilsztning af 0,10
ml 1,0 pM apoglucoseoxidase, 2 mM 4-amino=-antipyrin, 12%
glycerol og 80 mM natriumphosphat, pH = 7,0. Absorbansen
ved 520 nm midles efter en inkubationstid p& 8 minutter.

Tabel X
Thyroxin-
standard Absorbans Absorbans
(pg/l) (med fenclofenac) (med diclofenac)
0 0,797 0,619
25 0,823 0,620
75 0,893 0,647
125 0,965 0,678
200 1,078 0,719

Med fenclofenac eller diclofenac som det iodothyronin-
-dissocierende middel kan der iagttages en korrelation mellem
ahsorbans-aflasningen og koncentrationen af thyroxin i serum
under anvendelse af et homogent apoenzym-reaktiverings-im-

munoanalysesystem.

Fksempel 11
Virkning af pH p& dissociationen af iodothyronin fra

serumproteiner
Under anvendelse af den kolonne-metode, der er beskre-

vet i forbindelse med den anden undersggelse i eksempel 1,
varieres pH-vardien af den 0,1 M natriumphosphat, og kon-
centrationen af dissociationsmidlet holdes konstant ved
2,0 mM. Kolonnerne zkvilibreres med puffer indeholdende det
dissocierende middel ved den givne pH-verdi, og 165 pl af
det serum, der anvendes, fortyndet i puffer ved den givne
pH-verdi (som beskrevet ovenfor) tilferes kolonnen. De tota~-
le tzllevardier midles, hvorpd kolonnerne vaskes med puffer
ved den givne pH-vardi. De tazllevardier, der tilbagebliver
p& kolonnen, reprasenterer procentmangden af dissocieret

iodothyronin.



10

15

20

25

30

DK 158534 8B

33
Tabel XI
Procent dissocieret Procent dissocieret
pH med fenclofenac med diclofenac
6,0 84 86
6,5 84 86
7,0 86 86
7,5 85 85
8,0 83 85

Dissociationen af iodothyronin fra serumproteiner
med fenclofenac eller diclofenac er uafhengig af den pH-vardi
(i omr&det fra 6,0 til 8,0), ved hvilken inkuberingen af
immunoanalysen udfegres.

Fksempel 12

Fremstilling af diclofenac
Under anvendelse af den metode, der er beskrevet i

japansk patentpublikation nr. 80-79.352 (Chem. Abs., 94,
121132u), behandles 2-iodbenzoesyre med thionylchlorid og
dimethylamin til dannelse af N,N-dimethyl-2-iodphenylacet-
amid. Ved omsatning efter opvarmning med 2,6-dichloranilin
i narverelse af kaliumcarbonat under anvendelse af den me-
tode, der er beskrevet i Jjapansk patentpublikation nr.
80-87.748 (Chem. Abs., 94, 30378q), f8s der N,N-dimethyl-o-
-(2,6-dichlorpheny1amino)-phenylacetamid. Ved hydrolyse med
15% kaliumhydroxid (britisk patentansegning nr. 2.027.028)
fds der diclofenac (o-(2,6-di-chlorphenylamino)—phenyled—
dikesyre).
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Patentkrav.

1. Homogen kompetitiv bindings-immunoanalysemetode
til bestemmelse af en iodothyronin i en preve af uekstraheret
serum eller plasma, ved hvilken der dannes en reaktionsblan-
ding ved kombination af preven med reagenser indeholdende
et antistof for iodothyroninen, et market iodothyronin-kon-
jugat og et TBP-blokerende middel, og ved hvilken et spek-
trofotometrisk respons, fortrinsvis en fluorescensemission
eller en absorbanszndring fordrsaget af en analysereaktion,
frembringes i reaktionsblandingen ved en bglgelzngde sterre
end 300 nm, der er relateret til koncentrationen af indothy-
roninen i preven, kendetegnet ved, at der som
det TBP-blokerende middel anvendes en forbindelse med den
almene formel

2,-Y-2,
i hvilken Y betyder O, NH, S, CHy eller C=O, og 29 og Z;
betyder phenylgrupper, af hvilke mindst &n er substitueret
med én eller flere substituenter udvalgt blandt halogen,
lavere alkyl og lavere alkoxy, idet 2, er substitueret med
en carboxyalkyl- eller en sulfoalkylgruppe, eller et salt
deraf.

2. Immunoanalysemetode ifelge krav 1, ke nd e-
tegnet ved, at der som det blokerende middel anvendes

en forbindelse med formlen
C1
Y e
RZ  CH,CO0H

i hvilken Y er O eller NH, og én af substituenterne Rl og
RZ er chlor, og den anden er hydrogen, eller et salt deraf.
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3. Metode ifelge krav 1, k ende tegnet ved,
at der som det blokerende middel anvendes 2-(2,4-dichlor-
phenoxy) -phenyleddikesyre eller et salt deraf.

4. Metode ifplge ethvert af kravene 1-3, k e nd e-
tegnet ved, at det markede konjugat indeholder en
deltager i en enzymatisk reaktion, der frembringer et detek-

terbart produkt, som tilvejebringer det spektrofotometriske

respons.

5. Metode ifplge krav 4, k ende tegnet ved,
at det mazrkede iodothyronin-konjugat indeholder et fluorogent
enzymsubstrat, der frigerer et fluorescerende produkt ved
interaktion med et enzym, idet enzymets evne til at frigere
det fluorescerende produkt endfes ved binding af antistoffet

til det merkede konjugat.

6. Metode ifglge krav 4, kendet egnet ved,
at det merkede iodothyronin-konjugat omfatter en enzym-pro-
stethisk gruppe, der kombineres med et apoenzym til dannelse
af et aktivt enzym, hvis aktivitet mdles ved dets evne til
at katalysere en reaktion, der frembringer et produkt med
en karakteristisk fluorescens eller absorbans ved den navnte
belgelzngde steorre end ca. 300 nm, idet det markede konjugat
fortrinsvis indeholder flavin-adenin-dinucleotid, som kom-
bineres med apoglucoseoxidase til dannelse af aktiv glucose-
oxidase, idet apoenzymets evne til kombination med den pro-
sthetiske gruppe i det merkede konjugat @ndres ved binding
af antistoffet til det mazrkede konjugat. '

7. Reagensmiddel til homogen immunocanalysebestemmelse
af en iodothyronin i en preve af uekstraheret serum eller
plasma, omfattende et antistof for iodothyroninen, et merket
iodothyronin-konjugat, der som en detekterbar egenskab har
evnen til at frembringe et spektrofometrisk respons, for-
trinsvis en fluorescensemission eller en absorbanszndring
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fordrsaget af en enzymatisk reaktion, ved en bglgelzngde
sterre end ca. 300 nm, idet denne detekterbare egenskab
zndres, nar konjugatet bindes til antistoffet, samt et TBP-
-blokerende middel, k e nd et egnet ved, at det TBP-
-blokerede middel er en forbindelse som defineret i ethvert

~ af kravene 1-3.

o 8. Reagensmiddel ifplge krav 7, kendeteg-
net ved, at det mazrkede iodothyronin-konjugat er som

defineret i ethvert af kravene 4-6.

9. Reagensmiddel ifplge krav 7 eller 8 i form af et
testmateriale indeholdende reagenserne ifglge krav 7 eller
8 og en fast barer, hvori reagenserne er inkorporeret, eller
i form af et testszt.

10. Anvendelse af en forbindelse som defineret i
ethvert af kravene 1-3 som et TBP-blokerende middel ved en
homogen kompetitiv bindings-immunanalysemetode.
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