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Fremgangsmide til b ise af totolt serumdigoxin under a
se af en kombination af centrifugalultrafiltrering og dissocieringsmid-
ler, der anvendes for at dissociere det til serumproteinerne bundne
digoxin. En rakke forbindelser har vist sig at vare virksomme enten
alene eller i kombinati til at di iere proteinbundet digoxin fra
serumproteinerne. Eksempler pd sidanne effektive dissocieringsmidler
omfatter quindin, Vitamin E (a-tocopherol), lavere alkanoler og
-fedtsyrer, iser langkmdede mattede og umattede fedtsyrer.
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For at en analyse, hvor koncentrationen af analyten aflases pa en
standardkurve, skal vare przcis, mé& standarderne og patientpreverne
opfere sig identisk under analysen. En af de mest kritiske faktorer
mellem standarderne og patientpreverne er maske, at udvindingen af
analyten fra standarderne mi vare identisk med udvindingen af analy-
ten fra patientpreverne, idet der ellers vil fremkomme fejlagtige
verdier. Dette er specielt relevant, hvis den totale mengde af analyt

i patientpreven miles.

Ved fluorescenspolarisationsassays af analyter i serum er et af de
uonskede kendetegn ved denne metode serummets heje fluorescensbag-
grund. Dette bliver iser besvarligt, nir der miles lave niveauver af
analyter sidsom digoxin. I dette tilfzlde er analysen ikke gennem-
forlig under direkte anvendelse af serum direkte med en fluorescein-
merket digoxintracer eftersom serumbaggrundsfluorescensen langt
overstiger det fluorescenssignal, der udsendes af den fluoresceinmer-

kede digoxintracer.

Med henblik pa at overvinde den hsje baggrundsfluorescens fra se-
rummet er proteinfrie filtrater typisk blevet fremstillet under
anvendelse af perchlorsyre eller trichloreddikesyre. Selv om metoder-
ne er effektive til at fremstille et proteinfrit filtrat, der er
relativt fri for baggrundsfluorescens, lider de af andre ulemper. I
tilfzldet digoxin fis der en relativt darlig udvinding i supernatan-
ten, og endvidere er udvindingen afhangig af prevens proteinkoncen-

tration. JEr. fx Porter et al., Clin. Chem. 30, s. 1826-1829 (1984).

Anvendelse af ultrafiltrering til fremstilling af proteinfrie filtra-
ter er ogsi kendt inden for teknikken. I et sadant system bliver
protein selektivt holdt tilbage i en fraktion af prevevolumenet
(retentatet), medens fri ligand i det vasentlige uhindret passerer
gennem membranen sammen med solvent over i ultrafiltratet. Systemer
til udforelse af sadan ultrafiltrering er kommercielt tilgengelige.
Et sadant system er Centrifree™ mikrodelingssystemet, der forhandles
af Amicon Corporation, Danvers, Massachusetts. Dette system er i
grunden en selvstandig filterindretning med en filtermembran med en
siddan porssitet, at ca. 99,9% af proteinerne i serum forhindres i at

passere gennem ved centrifugalfiltrering. Den med filtrene felgende
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reklamelitteratur antyder, at de skal anvendes til at separere "frie"
serumanalyter, iszr lagemidler, fra den proteinbundne fraktion. I
fraverelse af et dissocieringsmiddel til at frigere lazgemiddel, der
er bundet til protein, vil siledes kun det frie lagemiddel i serum

tillades at passere gennem filteret og siledes midles ved en analyse.

Rapporter i litteraturen antyder, at ca. 20-30% digoxin i serum er
bundet til serumproteiner. Jfr. Pribor et al., Drug Monitoring and
Pharmokinetic Data, Pathotex Publishers, Park Forrest South, Ill.,

s. 57 (1980). Hvis 3H-digoxin siledes blev sat til humant serum,
ville ca. 70-80% af markningen kunne forventes at blive genvundet i
filtratet. Ved anvendelse af 10 normale humane serumpresver, til
hvilke der var sat 3H-digoxin, efterfulgt af centrifugalfiltrering
gennem ultrafiltrene, blev det fundet, at 15-25% af digoxinet 1 disse
sera ikke kumme udvindes i filtratet og saledes formodentlig var
proteinbundet.

Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til maling af
totalt serumdigoxin under anvendelse af en kombination af centrifu- -
galultrafiltrering og dissocieringsmidler, der anvendes til at dis-
sociere det til serumproteinerne bundne digoxin. En rzkke forbindel-
ser har vist sig at vare virksomme enten alene eller i kombination
til at dissociere proteinbundet digoxin fra serumproteinerne. Ek-
semplerne pa sddanne virksomme dissocieringsmidler omfatter quindin,
Vitamin E (a-tocopherol), lavere alkanoler og C3_26-fedtsyrer{ isar
langkadede mattede og umzttede fedtsyrer. Virksomme koncentrationsom-
rader blev fundet at vare ca. 2-50 mg pr. 500 pl serum for fedtsyrer-
ne og a-tocopherol, 50-500 pg pr. 500 gl serum for quindin, og 3-100
mg for en lavere (mattet eller umattet) alkanol (C2_7) sasom isopro-

pylalkohol.

Resultater opndet ved eksperimenter omfattende tilsatning af 3H-digo-
xin til normalt humant serum efterfulgt af tilsatning af et dossocie-
ringsmiddel og centrifugalfiltrering er opsummeret nedenfor i tabel

1.
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Tabel 1

Dissocieringsmiddel mg tilsat/500 pl serum
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% 3H-digoxin-udvinding

i filtrater

HyO0
Arachidonsyre
Linolensyre
Vitamin E
Quinidin

10 Linolensyre
Oliesyre

Isopropanol

O 00 N Y U BFwWw N

. Linolensyre (16 mg) og
Isopropanol (9 mg)

15  EKSEMPEL

10
10
10
20

(200

10
10
25

25

Lg)

81
104
96
91
87
103
91
93

98

Anvendelse af et dissocieringsmiddel og centrifugalultrafiltrering

eksemplificeres under anvendelse af et fluorescenspolarisationsassay

for digoxin pa COBAS BIO.

Reagenser:

20 1) Antistofreagens - 0,2 mol tris(hydroxymethyl)aminome-

than/1, pH 8,0, indeholdende kanin-antidigoxin-serum,

0,01% bovint gammaglobulin, 0,1% natriumazid og overflade-

aktivt middel.

2) Tracerreagens - 0,05 mol tris(hydroxymethyl)aminomethan/1,

25 pH 8,0, indeholdende 0,01% bovint gammaglobulin, 0,1% na

triumazid og overfladeaktivt middel.

3) Digoxindissocieringsmiddel - 67% (volumen/volumen) lino-

lensyre i isopropanol.
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Disse reagenser kan tilvejebringes i form af et reagenssat med en
flaske af hver reagens, der giver tilstrazkkelige reagensmengder til
adskillige analyser. Sattet kan eventuelt indeholde ét eller flere

mikrodelingsultrafiltre.

Analysen udferes pa felgende made:

a) 500 pl preve (serum, plasma, spyt, urin) sattes til et
Amicon Centrifree™ mikrodelingssystemfilter (en anisotro-

pisk, hydrofil YMT-ultrafiltreringsmembran).

b) 25 pl af digoxindissocieringsmidlet sattes til, og ind-

holdet af filteret hvirvelblandes eller mixes.

c) Efter anbringelse af en opsamlingskop i bunden af filteret
anbringes delene fortrinsvis i en centrifuge med fast-
- vinklet rotor (35°-45°) og centrifugeres ved 2000 x g 1 20

minutter.

d) Efter centrifugering fjernes filteret og opsamlingskoppen
fra centrifugen, og ultrafiltratet, der indeholder digoxi-
net, analyseres ved et fluorescenspolarisationsassay for

at mile digoxinkoncentrationen.

Et eksempel pa en typisk kalibreringskurve er vist i fig. 1.

PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til bestemmelse af totale digoxinniveauer i en
biologisk vaskeprove,

kendetegnet ved, at digoxin-protein-complexet spranges ved
at behandle preveoplssningen med en effektiv mengde af et dissoci-
eringsmiddel valgt blandt ét eller flere medlemmer af klassen be-
stidende af en 03_26-mettet eller umattet fedtsyre, en 02_7-1avere al-
kanol, quinidin og a-tocopherol for at frigere det bundne digoxin fra
serumprotein, den behandlede preveoplesning passeres gennem et cen-

trifugalultrafilter for selektivt at passere digoxinholdig preveop-
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lesning gennem filteret og tilbageholde serumproteinerne, og digoxi-
nindholdet i preveoplesningen bestemmes ved en fluorescenspolarisa-

tionsmetode.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at dissocieringsmidlet er linolensyre.

3. Fremgangsmide ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at dissocieringsmidlet er arachidonsyre.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at dissocieringsmidlet er linolsyre.

5. Fremgangsmiade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at dissocieringsmidlet er isgpropylalko-

hol.

6. Fremgangsmide ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at dissocieringsmidlet er en blanding af

isopropylalkohol og linolensyre.

7. Reagenssat til bestemmelse af totale digoxinniveauer i en biolo-

gisk vaskepreve,
kendetegnet ved at det omfatter en flaske af hver af fol-

gende reagenser i mengder, der er tilstrzkkelige til at udfere flere

analyser:

(1) anti-digoxin-antistofreagensoplesning;
(2) tracerreagensoplesning; og

(3) digoxindissocieringsmiddeloplesning.

8. Reagenssat ifelge krav 6,
kendetegnet ved at anti-digoxin-antistoffet er kanin-

anti-digoxinserum.

9. Reagenssat ifslge krav 6,

kendetegmnet ved at digoxindissocieringsmidlet er en blan-

ding af linolensyre i isopropanol.
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10. Reagenssat ifslge krav 6,

kendetegnet ved, at traceroplesningen er et fluorescein-

digoxin-konjugat.

11. Reagenssat ifelge krav 6,
kendetegnet ved, at

(1) anti-digoxin-antistoffet er kanin-anti-digoxinserum;

(2) digoxindissocieringsmidlet er valgt fra klassen bestaende
af linolensyre, arachidonsyre og linolsyre; og

(3) digoxintracerreagensoplssningen er et fluoresceindigoxin-

konjugat.
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