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Reagensmiddel til bestemmelse #f en ligand i en analy-
seprave omfutter (a) et koblingsmiddel for liqanden,

(b) et detektionssystem, som har mindst to komponenter,
(c) en selektivt tilgengelig blere med en i overfladen
inkorporeret ligand eller ligand-snalog og en ferste
komponent af detektionssystemet deri, (d) et stof, der
modificerer blere-tilgengeligheden ved respons til binding
af den i overfladen inkcrporerede ligand eller ligsnd-
analog og koblingsmidlet, (e) mindst endnu en komponent
af detektionssystemet, som er resktiv med den farste
komponent til dannclse af et detekterbsrt respons, og
(f) mindst ét overfladesxktivt stof, som ikke modificerer
blere-tilgengeligheden. Midlet og fremgangsméden ifslge
opfindelsen egner sig til anvendelse i forbindelse med
automatiserede analyseapparater, herunder af den konti-

nuerlige stremningstype.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til
pavisning af tilstedeverelsen af en analyt-ligand i en
prgve som angivet i indledningen til krav 1. Endvidere
angadr opfindelsen et reagens til anvendelse ved frem-

gangsmaden.

Mange egenskaber ved naturlige cellemembraner kan dupli~
keres i et simpelt bilags-lipidsystem, der omtales som
liposomer. En af disse egenskaber er lyse. Nar en vesiku-
ler, f.eks. liposom, membran indeholder et ydre tilgange-
ligt antigen, vil det reagere med det tilsvarende anti-
stof og derved undergd en agglutinering. Nar det antigen-
sensibiliserede liposom reagerer med det tilsvarende an-
tistof i narvarelse af et komplement, bliver membranen
irreversibelt nedbrudt og kan ikke langere fungere som en

intakt selektiv permeabilitetsbarriere. Dette er immuno-

lysis.

Graden af immunolyse er blevet styret ved anvendelse af
antigen-sensibiliserede liposomer indeholdende en vilkar-
lig af vidt forskellige fikserede markeringsmolekyler,
der frigives ved immunolyse. Se Hixby, et al., Proc. Nat.
Acad. Sci., 64: 290-295 (1969); Kinsky et al., Biochemi-
stry, 8: 4149-4158 (1969); Kinsky et al., Biochemistry,
9: 1048 (1970). Se ogsa Six, et al., Biochemistry, 13:
4050 (1974); Uemura et al., J. Biochem, 87: 1221 (1980);
og Uemura, et al., J. Immunol. Methods. 53: 221-232

(1982).

Man har tidligere foresléet specifikke analysesystemer,
hvorved man benytter en blare, sdsom et liposom, med en
multilags-lipidmembran, som er fremstillet eller behand-
let til opnaelse af overfladebundet ligand eller ligand-
analog og en mark¢r eller et reagens, indeholdt i blaren.
De resterende reagenser for analysen omfatter: (1) en
bindingspartner, for liganden, f.eks. et antistof, og (2)
et komplement til opndelse af lyse af liposomet ved bin-
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ding af bindingspartneren til overflade-bundet 1ligand.
McConnel, U.S.A. patentskrift nr. 3 850 578 og McConnel,
et al., U.S.A. patentskrift nr. 3 887 698 og Gregoriadis,
et al., Liposomes in Biological Systems, John Wiley &
Sons, N.Y. (1980), isar kapitel 12 med titlen "Liposomes
as Diagnostitic Tools" har generelt beskrevet immunoana-
lyse-systemer, hvorved der er foresldet anvendelsen af
enzym-indkapslede liposomer. I U.S.A. patentskrift nr.
4 235 792 er beskrevet en anden homogen immunoanalyse-me-
tode, hvorved der benyttes immunolyse af et antigen-sen-
sibiliseret liposom indeholdende en mark¢r. Blandt de om-
talte marke¢rer en enzymer (spalte 6, linie 24-28).

I talrige referencer i litteraturen er anvendt forskelli-
ge overfladeaktive midler til opndelse af kemisk lyse af
liposomer. Dette er baseret pad den erkendte effekt ved
sddanne overfladeaktive forbindelser pa lipider og inte-
griteten af lipid-holdige membraner. Overfladeaktive mid-
ler er blevet anvendt til at lyse liposomer ved udvikling
og karakterisering af immunoanalyser, sdledes som ovenfor
beskrevet, se f.eks. U.S.A. patentskrift nr. 4 342 836 og
de her citerede referencer. En anden og vasentlig for-
skellig type liposom-immunoanalyse er beskrevet i U.S.A.
patentskrift nr. 4 713 324. I denne er ogsa beskrevet an-
vendelsen af overfladeaktive stoffer til at nedbryde 1li-

posomer.

Ved mange automatiske analysemetoder, herunder af konti-
nuerlig type, kraves tilstedevarelsen af overfladeaktive
stoffer i reagens-blandingerne til opndelse af passende
hydrodynamiske og optiske egenskaber for vaskerne, der
skal analyseres. Ved kendt teknik er der ikke taget hen-
syn til disse modstridende begraznsninger for liposom-spe-
cifik bindingsanalyse og kravene til automatiserede ana-

lysesystemer.
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Liposom-specifik bindingsanalyser abner nye muligheder
for diagnose in vitro. Tilpasning af homogene immunoana-
lyser til automatiseret klinisk kemi er blevet over-
ordentligt attraktivt. Det er isar staerkt ¢nsket at ud-
nytte homogene immunoanalyse-metoder p& kontinuerte
strgmningssystemer. I modsztning til tidligere kendt tek-
nik er der ifglge den foreliggende opfindelse tilveje-
bragt liposomholdige reagenser, der kan udnyttes i auto-
matiserede analyseapparater, herunder kontinuerlige
str¢mningssystemer. En sarlig kritisk komponent ved disse
opskrifter er overfladeaktive sfoffer, der er kompatible
med liposomer (dvs. ikke lyser eller pad anden made mobi-

lisere disse).

vVed fremgangsmdden ifglge opfindelsen, der er ejendomme-
lig ved det i den kendetegnende del af krav 1 anf¢rte, er
det mulig at udfg¢re immunoanalyser af et bredt spektrum
af pr¢ver uden ngdvendigheden af en operat¢r og uden ri-

siko for sammenblanding af forskellige pre¢ver.

Fremgangsmaden kan udfgres i forbindelse med vaskeformige
prever af forskellig art, herunder biologiske, fysiolo-
giske, industrielle, miljgpmessige og andre typer vasker.
Af serlig interesse er biologiske vasker, sdsom serum,
plasma, urin, cerebrospinal vaske, saliva, melk, gerings-
vaske og andre dyrkningsmedier og supernatanter samt
fraktioner af en vilkarlig heraf. Andre analyser kan vare
vasker, som er testet ved konventionelle metoder, men som
med fordel kan analyseres ved fremgangsmaden ifglge op-

findelsen.

Udtrykket "ligand" refererer til et vilkarligt stof eller
en stofgruppe, hvis narverelse kvalitativt eller kvanti-
tativt skal bestemmes i en vaskepro¢ve, sdsom den netop
beskrevne. Den omhandlede prgvemetode kan benyttes til
detektion af ligander, for hvilke der er en specifik bin-
dingspartner samt ogsd til detektion af kapaciteten af et
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veskeformigt medium til binding af en ligand (sadvanlig-
vis som fgplge af tilstedevarelsen af en bindingspartner
for liganden i pr¢ven). Liganden er szdvanligvis et pep-
tid, et protein, et carbonhydrat, glycoprotein, steroid
eller et andet organisk molekyle, hvortil en bindings-
partner eksisterer eller kan tilvejebringes ved immunolo-
giske eller syntetiske metoder. Liganden er sadvanligvis
udvalgt blandt antigener og antistoffer hertil; haptener
og antistoffer hertil; og hormoner, vitaminer, metabolit-
ter og farmakologiske midler og deres receptorer og bin-
dingsstoffer og normale serumbestanddele og sygdomsmarko-

rer.

Udtrykket bindingspartner refererer til et wvilkarligt
stof eller en stofgruppe, som har en specifik bindingsaf-
finitet for liganden i narverelse af andre stoffer. Ved
de fleste udf¢relsesformer omfatter den foreliggende op-
findelse specifikke bindingsanalysereagenser, som reage-
rer med liganden eller bindingsmidlerne i prg¢ven pd immu-
nokemisk madde. Dvs. der er et antigen-antistof eller hap-
ten-antistof-forhold mellem reagenser og/eller ligand el-
ler bindingsmidlet i pr¢ven. Sadanne pr¢ver betegnes der-
for som immunoanalyser, og den sarlige indvirkning mellem
liganden og receptoren herfor er immunokemisk binding.
Det vil imidlertid forstas, at andre bindingsindvirknin-
ger mellem liganden og bindingspartneren tjener som basis
for specifikke bindingsanalyser, herunder bindings-ind-
virkninger mellem hormoner, vitaminer, metabolitter og
farmakologiske agenter og deres respektive receptorer og
koblingsbestanddele. F.eks. er polypeptidhormon-recepto-
rer som bindings- eller koblingsmidler diskuteret i Lan-
gan, et al., (Eds.), Ligand Assay, Masson Publishing
U.S.A. Inc., New York, side 211 et seqg. (1981).

Ved et liposom skal i den foreliggende beskrivelse for-
stds en af et enkelt eller flere kamre bestdende beholder
af lipider, isar lipidblandinger, omfattende mindst ét
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phospholipid, som danner en kontinuerlig vag eller en af
lipider bestdende dobbeltlags-membran. Yderligere falles-
bestanddele af disse lipidblandinger er cholesterol og
phospholipider med ladet lang kede. Liposomer kan frem-
stilles pa vilkadrlig kendt méde. F.eks. kan fremstilles
multilamellare liposomer ved inddampning af en film og
hydratisering af lipidfilmen. Beholdere dannet ved om-
vendt faseinddampning kan ogsa fremstilles. Disse er
eksempler pd metoder, som fo¢rer til velegnede beholdere.
En almindelig oversigt over liposomer og deres fremstil-
ling ses af Papahadjopoulos, et al., (Ed). Liposomes,
Ann. N.Y. Acad. Sci., bind 308 (1978); Tom, et al.,
(Ed)., Liposomes and Immunobiology, Elsevier North Hol-
land Inc. N.Y. (1980) og Gregoriadis, et al., Liposomes
in Biological Systems, John Wiley & Sons, N.Y. (1980).

Liposomer kan fremstilles med overflade-inkorporeret li-
gand- eller ligandanalog. Sadanne liposomer dannes ved
hjelp af ligand-amphiphile konjugater, der sadvanligvis
har form af et ligand-kobler-amphiphilt molekyle. Amphi-
philer er stoffer, som kan indeholde bade vandopl¢selige
og vanduopl¢selige regioner. De kan bedst eksemplificeres
ved amphiphiler, sésom phosphatidyl-ethanolaminer, phos-
phatidyl-serin, phosphatidyl-inositol, spingomyelin-cere-
brosider, phosphatidinsyre, plasmalogener, cardiolipiner

og fedtsyrer.

I stedet kan liganderne vare covalent bundet eller adsor-
beret til overfladen af forud formede liposomer. Nar 1i-
posomer forud formes, kan de i deres ydre overflade have
flere kemiske funktioner, hvortil antigener kan vare co-
valent bundet. Hensigtsmessige reaktioner, som kan udfo-
res med sadanne koblinger, er beskrevet af williams et
al., i Methods in Immunology and Immunochemistry, vol. 1,
Academic Press, New York (1967). I nogle tilfalde kan an-
tigener adsorberes til liposomoverfladen som vist af
Uemura og Kinsky, Biochemistry, 11: 4085-4094 (1972).
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Reagenset ifgplge opfindelsen er sammensat som angivet i
krav 5-10 og omfatter et stof, der nedbryder eller gen-
nemtranger liposomvaggen ved binding af overfladeinkorpo-
reret ligand eller 1ligandanalog og bindingspartneren.
Hovedeksemplet for dette stof er en gruppe forbindelser,
der kollektivt omtales som komplement. En almen oversigt
over komplementer og virkningen af disse er givet af
Rapp., et al., Molecular Basis of Complement Action,
Appleton-Century-Crofts (1970). Virkningen af komplement
er ogsa omtalt i mange af de ovenfor citerede referencer

vedrgrende andre liposom-immunoanalyser.

Reagenset kan anvendes i mange forskellige detektionssy-
stemer, som benyttes til det angivne formdl, herunder de
i de ovenfor citerede referencer beskrevne. Som navnt om-
fatter det omhandlede reagens yderligere mindst ét over-
fladeaktivt stof, der er ikke-ionisk, og som ikke modi-
ficerer liposomnedbrydningen eller indvirker pa de immu-
nologiske reaktioner, som danner basis for den specifikke
bindingsanalyse. S&danne overfladeaktive stoffer Kkan
forekomme i det omhandlede reagens i en koncentration af
0,1 og 1,0%.

Ifplge en udfegrelsesform for opfindelsen anvendes som
overfladeaktivt stof en polyoxyethylenpolymer med mindst
ca. 23 ethylenoxidmonomere enheder. Disse kan endvidere
have hydrofobe grupper med C8-Cl7’ herunder aromatiske og
alifatiske bestanddele. Eksempler pa en sadan udfgrelses-
form er fglgende: polyoxyethylen-laurylethere med mindst
23 ethylenoxid-enheder (Brij-35, ICI United States, Inc.
Wilmington, DE); nonyl-phenoxy-polyethoxyethanol med
mindst 30 ethylenoxid-monomere enheder (Igepal CO-880),
GAF N.Y. NY), og octyl-phenoxy-polyethoxy-ethanol med
mindst 30 ethylenoxid monomere enheder (Triton X-305,
Rohm & Haas, Philadelphia, PA).
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Ifplge endnu en udfgrelsesform anvendes et overfladeak-

tivt stof med formlen:
HO(C2H4O)a (C3H6O)b (CZH4O)c0

hvor b er mindst 15 og a plus c er fra 11 til 73. Fore-

trukne midler er sadanne, hvor a plus c kan vare 11, 18,
34, 41, 46, 49, 51 eller 73. Sadanne overfladeaktive

stoffer forhandles under varemzrket Pluronic fra BASF-

Wyandotte Corp., Parsippany. NJ.

En tredje udfg¢relsesform omfatter ogsd aktive stoffer med

formlen
[H(CZH4O)a (C3H6O)b]2 N CHZCHZN [(C3H60)b (C2H4O)c]2

hvor b er mindst 5, fortrinsvis fra 5 til 15, og a plus c
er fra 30 til 113. Blandt disse forbindelser foretrekkes
sadanne, hvor a plus c betyder 30, 50, 68, 75, 95 og 113.
Sadanne overfladeaktive stoffer er tilgangelige under va-
remerket Tetronic fra BASF-Wyandotte Corp., supra.

Som ovenfor angivet er opfindelsen isar egnet i forbin-
delse med et kontinuerligt str¢mningssystem. Et sarligt
velegnet system af denne art er genstand for U.S.A. pa-
tentskrift nr. 4 853 336. Ved et sadant kontinuerligt

' stromningssystem fgres en strgm af skiftevis sekvenser af

gas- og veskeportioner gennem et enkelt r¢r, som omfatter
en forste, en anden og en tredje sektion. En forste fly-
dende portion af en analyse indeholdende- liganden og et
forste reagens omfattende (a) en bindingspartner for 1li-
ganden, (b) en anden komponent af et detektionssystem med
en f¢orste og anden komponent, og (c) et overfladeaktivt
stof af den ovenfor beskrevne art indfgres i r¢rlednin-
gen. Dernast indfgres et forste luftsegment, der virker
afsperrende i den f¢rste r¢orsektion. Derpa bliver et an-
det veskesegment af et andet reagens omfattende (d) en
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selektiv tilgengelig bzrer med en i overfladen inkorpore-
ret ligand eller ligandanalog og, inde i blzren, en f¢r-
ste komponent af et detektionssystem, som er reaktivt med
den anden komponent til dannelse af et detekterbart re-
spons, (e) et stof, som nedbryder liposom i dette respons
til binding af den overflade-inkorporerede ligand eller
ligandanaloge og bindingspartneren og (f) et overfladeak-
tivt stof af den ovenfor beskrevne art indfe¢rt. En anden
luftportion, som er afspazrrende i den forste r¢rsektion
bliver derefter indf¢rt. Portionerne holdes adskilte, me-
dens de befinder sig i den f¢rste r¢rsektion, og de fe¢res
derefter ind i en anden r¢rsektion med en sd meget storre
diameter end den f¢rste r¢grsektion, at det forste gasseg-
ment ikke virker afsparrende i den anden sektion. De fo¢r-
ste og anden vaeskeportioner forenes, og f¢grste og anden
gasportioner flyder sammen i den anden r¢rsektion. De
forenede vaskeportioner opretholdes adskilte fra andre
vaeskeportioner ved afsparring af den anden og tredje ror-
sektion med den sammensmeltede gasportion og blandes
fuldstendig i den tredje r¢rsektion. Den sdledes forenede
vaeskeportion analyseres derefter for detekterbar respons,

medens den passerer gennem den tredje r¢rsektion.

Opfindelsen skal i det efterfglgende illustreres nzrmere
ved hjelp af nogle eksempler.

EKSEMPEL I

Dilantin-liposom-kompatible overfladeaktive stoffer

I dette eksempel anvendtes et immunoanalyse-reagens be-
stdende af en dilantin-liposom indeholdende B-galactosi-
dase, komplement, antistof til dilantin, O-nitrophenyl-a-
D-galactosid (chromogen) og forskellige overfladeaktive
stoffer til bestemmelse af effekten af hvert af de over-
fladeaktive stoffer pad de kemiske reaktioner eller immu-
nolyse af liposomet. Ingen pr¢gve af fri dilantin blev
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indf¢rt ved denne undersggelse af reagensmidlet, sdledes

at maksimal immunolyse kunne iagttages.

Liposom-fremstilling

Liposom indeholdende dilantin og a-galactosidase-enzym
blev fremstillet pad felgende made. Der blev fremstillet
en blanding indeholdende 22 milligram (mg) @&g-lecithin
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 8,70 mg cholesterol
(Sigma, supra), 0,65 mg dl-atocopherol (Sigma, supra) og
2,76 mg dilantin-amphiphil-konjugat i 100 ml chloroform.
Et sadant dilantin-konjugat kan fremstilles ved en proce-
dure, som er beskrevet af Haga et al., i Biochem Biophys.
Res. Comm. 90: 187-192 (1980). Denne blanding blev ind-
fort i en 500 ml kolbe med en roterende fordamper. Kolben
blev roteret, og chloroformen blev afdampet under vakuum
pa et vandbad ved 40 °C, indtil der blev iagttaget en to¢r
hinde pd& indersiden af kolben. Derefter blev denne hinde
yderligere tg¢rret i 1 time under vakuum ved 0,25 mmHg.
Hinden blev afvandet med 7 ml Tris-puffer som ovenfor
beskrevet, indeholdende 7,8 mg B-galactosidase (Sigma,
supra) i 18 timer ved 4 °c under omre¢ring. De sdledes
fremstillede liposomer blev skilt fra komponenter i blan-
dingen, som ikke havde dannet liposomer, ved at anvende
en ultracentrifuge af typen L8-55 Beckman med en omdrej-
ningshastighed pa 32 000 omdr./minut ved 8 °C i 25

minutter.

Andre praparationer

Stamoplgsningen af Tris-puffer (pH - 7,5) blev fremstil-
let ved en blanding af 60,5 g/liter tris-hydroxymethyl-
aminomethan med 8,7 g/liter natriumchlorid og 1 g/liter

natriumazid.

Antidilantin-antistof-oplgsning blev fremstillet ud fra
kommercielt tilgengeligt anti-dilantin kanin-antiserum



10

15

20

25

30

35

DK 162909 B

10

(Cappel Laboratories, Cockrahnville, PA). 900 ul tris-~
puffer-oplgsning blev sat til en ampul indeholdende 100
ul Cappel-antiserum til opndelse af en antistof-oplgsning

med koncentration 1:10 (v/v).

Komplement-opl¢sning blev fremstillet ved rekonstituering
af 1 g lyofiliseret serum fra marsvin (Pel Freez, Rogers,
2K).

De til sammenligning udvalgte overfladeaktive opl¢sninger
fremstilledes hver for sig ved ople¢sning af 1 g overfla-
deaktivt stof i 100 ml tris-puffer til opndelse af en 1%
(w/v) oplgsning. De forskellige overfladeaktive stoffer
var tritoner (Rohm and Haas, Philadelphia, PA), Igepals
(GAF Corp., New York, NY), PEG-4000 (Union Carbide, New
York, NY), Brij-35 (ICI America Inc., Wilmington, DE),
Pluronics (BASF-Wyandotte Corp., supra) og Tetronics
(BASF~Wyandotte Corp., supra). De er navnt i efterfgplgen-
de tabel I, og det samme er tilfaldet for antallet af
ethylenoxidmolekyler i hver af pr¢verne.

Reagenspraparation

Reagens R1 blev fremstillet ved at kombinere 100 ul kom-
plement-oplgsning, 100 um anti-dilantinantistof-oplg¢s-
ning, 100 ul nitrophenol-B8-B-galactosid som substrat og-
50 ul tris-opl¢sning.

Reagens III blev fremstillet ved at forene 5 ul af lipo-
som-praparationen, 255 ul tris-puffer og 70 wul af et ud-
valgt overfladeaktivt stof pa hver Rl—praparation. Slut-
koncentrationen af det overfladeaktive stof wvar 0,1%
(v/v) i hvert tilfalde.
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Analysemetode

350 ul af hvert af reagenserne R; og R, blev blandet sam-
men og pipetteret over i en gennemstrgmningskuvette af
typen 260 Gilford Spectrophotometer, som blev benyttet
efter producentens forskrift (Gilford Instruments Co.,
Oberlin, OH). Reaktionshastigheden blev malt ved 405 nm
ved at male andringen af den optiske densitet over et gi-
vet tidsrum. Det forste eksperiment blev udf¢rt pa blan-
dinger, hvori de overfladeaktive stoffer var tilstede
(s¥) og dilantin-antistof var udeladt (AB”). Ved den
anden serie eksperimenter var overfladeaktivt stof (S+)
og antistof (AB+) begge tilstede. Forholdet mellem has-
tigheder af hydrolyse af beta-galactosidsubstrat, med og
uden antistof (AB+/AB-), er vist i tabel I. Det fremgar
heraf, at visse overfladeaktive stoffer lyserer liposo-
mer, selv i fraver af antistof, og at de overfladeaktive
stoffer, der blev unders¢gt, ikke indvirkede pa immunoly-
sen. I de naste to fors¢g blev det overfladeaktive stof i
reagens R2 erstattet med samme rumfang tris-puffer-oplgs-
ning. Antistof blev indfgrt i den fe¢rste og udeladt fra
den anden ved disse forsg¢g. Dette blev gjort for at vise,
at immunolyse forekom i fraver af overfladeaktivt stof,
og dette blev benyttet som sammenligningsforspg. Af det
forste af de ovennavnte fors¢g Og sammenligningsfors¢get
blev beregnet forholdet mellem hastigheder af beta-ga-
lactosid-hydrolyse, med og uden overfladeaktivt stof
(s¥/s7), og disse malinger findes ligeledes i tabel I.
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Tris-puffer
Igepal CO-630
Igepal CO-710
Igepal CO-880
Triton X-100
Triton X-102
Triton X-165
Brij-35
Triton X-305
PEG (4000)
Pluronic L-43
Pluronic L-44
Pluronic L-62
Pluronic L-63
Pluronic L-64
Pluronic P-75
Pluronic P-84
Pluronic P-85
Pluronic P-94
Pluronic P~104
Pluronic P-105
Tetronic 504
Tetronic 704
Tetronic 904
Tetronic 1104
Tetronic 1304
Tetronic 1504

Konklusioner

De overfladeaktive stoffer af typen henholdsvis Igepal og
Triton, nonyl- og octylphenoler, med ethylenoxid-monomere
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TABEL I

EtO

10-11

20

30
9-10

12-13

16

23

30

90

11

18

17
26
46
34
51
41
49
73
30
50
75
96
113
46
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1,0
2,6
3,0
1,0
4,0
4,0
4,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
3,7
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
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enheder mindre end 23, viste sig at lysere liposomer, be-
stemt ved S+/S_-forholdet, og forhindrede sdledes effek-
tivt enhver bestemmelse baseret pd immunolyse. Det over-
fladeaktive stof af typen Brij-35 med 23 monomere enheder
ethylenoxid, Igepal, Triton og PEG 4000 med 30 eller
flere monomere enheder ethylenoxid, fordrsagede ikke lyse
eller indvirkning p& den immunologiske reaktion. Endvide-
re skete der ingen lyse af overfladeaktive stoffer af ty-
pen Tetronic med 30 eller flere monomere enheder ethylen-

oxid pa liposomerne eller indvirkning pd de immunologiske

reaktioner.

Endnu mere overraskende er det, at de overfladeaktive
stoffer af typen Pluron med sd fa som 11 monomere ethy-
lenoxid-enheder ikke lyserer liposomerne eller indvirker
pd de immunologiske reaktioner.

EKSEMPEL II

Phenobarbital-liposom-kompatibelt overfladeaktivt stof

De i dette eksempel rapporterede forsg¢g blev udfegrt til
bestemmelse af virkningen af forskellige overfladeaktive
stoffer pad liposomer med phenobarbital i overfladen og
anvendt i preparater til immunoanalyse i et automatiseret
analyseapparat, hvori der med tilfaldige mellemrum ind-
fortes analysepr¢ver. Ingen pr¢ve med fri phenobarbital
blev inkluderet i disse forseg, sdledes at maksimal immu-

nolyse kunne observeres.

Sammensatningen af reagenserne R1 og R2 var fglgende:
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Reagens R1

1. Substrat 235 ul
2. Antistof (1:100) 25 ul
3. Komplement (1:2) 40 ul
4. Overfladeaktivt stof (1%) 40 ul
5. Tris-puffer 35 ul
Reagens R2

1. Liposom (1:20) 15 ul
2. Tris-puffer 30 ul
3. Overfladeaktivt stof (1%) 5 ul

Liposomerne blev fremstillet som beskrevet i eksempel I
med den andring, at der blev benyttet phenobarbitalkonju-
gat. Alle de ¢vrige vaskeprzparater var som beskrevet i
eksempel I med den &ndring, at der blev benyttet anti-
phenobarbital kaninserum fra Cappel Laboratories, som

ovenfor angivet.

Bestemmelsen blev udfgrt med et analyseapparat af typen
RA-1000, fremstillet af Technicon Instruments Corporati-

on, Tarrytown, NY.

De samme sammenligninger blev udf¢rt som i eksempel I til
bestemmelse af effekten af forskellige overfladeaktive
stoffer. Resultaterne er som angivet i tabel II.
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Overflade-
aktivt stof

Tris-puffer
Igepal CO-630
Igepal CO-710
Igepal CO-880
Triton X-100
Triton X-102
Triton X-305
Brij-35
Pluronic L-43
Pluronic P-84
Pluronic P-85
Pluronic P-104
Pluronic P-105
Tetronic 504
Tetronic 704
Tetronic 904
Tetronic 1104
Tetronic 1304
Tetronic 1504

Konklusioner
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TABEL II

AB*/AB”

s /s”

6,8
6,5
6,5
6,5
6,8
6,8
6,8
6,8
6,8
6,4
6,4
6,4
6,4
6,4
6,4
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~
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~
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overfladeaktive stoffer af typen Triton og Igepal med 10-
20 monomere enheder ethylenoxid viser sig at lysere lipo-

somer (s¥/s” = 6,5

6,8) og forhindrede saledes effek-

tivt enhver bestemmelse baseret pa immunolyse. Imidlertid
viste det sig, at Brij-35, Triton X-305 og Igepal C0-880
ikke lyserede liposomerne. P& tilsvarende made viste det
sig, at overfladeaktive stoffer af typen Tetronic med 30
eller flere monomere ethylenoxid-enheder og overfladeak-
tive stoffer af typen Pluronic med 11 til 74 monomere

ethylenoxid-enheder ikke lyserer liposomer (S+/S- = 1).
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EKSEMPEL III

Phenobarbital-immunocanalyse under anvendelse af Pluronic
105

De i dette eksempel rapporterede eksperimenter viser an-
vendelsen af et immunoanalysereagens ifg¢lge opfindelsen
til bestemmelse af phenobarbital i et automatiseret kli-
nisk analyseapparat.

De her anvendte reagenser R1 og R2 var de samme som be-
skrevet i eksempel II, idet der som overfladeaktivt stof
anvendtes Plutonic P-105, og forsgget blev udfgrt pd et
system af typen RA-1000 efter den af leverand¢ren angivne

brugsanvisning.

Dosis/respons-forholdet blev observeret under anvendelse
af phenobarbital-liposomer med og uden overfladeaktivt
stof. Kontrolprgver (Syva Company, Palo Alto, CA) med
phenobarbital-koncentrationer pa 0, 5, 10, 20, 40 og 80
pl/ml blev anvendt som "ligand-indeholdende pr¢ve" til
opnadelse af data, der demonstrerer forhold mellem do-
sis/respons. Effekten ved tilstedeverelse og fravar af
overfladeaktivt stof af typen Pluronic P-105 og lysis af
liposom er anf¢rt i tabel III.
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TABEL III

Effekt af Pluronic 105 pa phenobarbital-bestemmelse

Phenobarbital % Lysis
(ug/ml) Uden Med
0 100 100
5 85 84
10 69 66
20 : 52 50
40 19 19
80 6 6

Som det ogsd fremgdr af disse data havde overfladeaktivt
stof af typen Pluronic 105 ingen indvirkning pa immuno-
analyse-reaktionerne eller den opndede ngjagtighed af den
rapporterede ligand-koncentration pad ethvert punkt af he-
le det dazkkede omrade.

Dernzst blev foretaget en sammenlignende unders¢gelse,
hvorved phenobarbital blev bestemt i pr¢ver af humant se-
rum i nerverelse og fraver af overfladeaktivt stof af ty-
pen Pluronic 105 pa det ovenfor beskrevne system RA-1000.
Korrelationskoefficienten viste sig at vare 0,986 med en

haldning pa 0,97.

Det er saledes demonstreret, at den foreliggende opfin-
delse anviser et immunoanalyse-reagens Og en fremgangsma-
de, som er dosis-responsiv og giver resultater, der kor-

relerer udmerket med samme metode i fravar af overflade-~

aktivt stof.
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EKSEMPEL IV

Phenobarbital-immunoanalyse med Tetronic 704

De i dette eksempel rapporterede forsgg demonstrerer an-
vendelsen af et immunoanalyse-middel ifglge opfindelsen
til bestemmelse af phenobarbital i et automatiseret Kkli-

nisk analyseapparat.

Reagenserne R1 og R2 var ngjagtig som beskrevet i eksem-
pel II, idet der som overfladeaktivt stof anvendtes Te-
tronic 704, og forsg¢gene blev udfgrt pad et system af
typen RA-1000 i overensstemmelse med fabrikantens brugs-

anvisning.

Forholdet mellem dosis og respons blev iagttaget under
anvendelse af phenobarbital-liposomer med og uden over-
fladeaktivt stof. Kontrolprgver (Syva Company, Palo Alto,
CA) med phenobarbital-koncentrationer pd 0, 5, 10, 20, 40
og 80 ug/ml anvendtes som "ligand-holdig pr¢ve" til at
producere data, der viser forholdet mellem dosis og re-
spons. Effekten af nsarvaer og fraver af overfladeaktivt
stof af typen Tetronic 704 pa lyse af liposom er angivet
i tabel 1IV.
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TABEL IV

Effekt af Tetronic 704 p& phenobarbital-bestemmelse

Phenobarbital % Lysis
(ng/ml) Uden Med
0 100 100
5 90 90
10 72 70
20 55 52
40 22 21
80 8 7

Det fremgar af disse data, at det overfladeaktive stof af
Tetronic 704 ikke havde nogen virkning pa& immunoanalyse-
reaktionerne eller den opndede ngjagtighed af ligand-kon-
centrationen noget sted i hele det dzkkede omrade.

Sammenligningsunders¢gelser, hvori phenobarbital blev be-
stemt i prgver af humant serum udfgrtes i narvar og fra-
var af overfladeaktivt stof af typen Tetronic 704 pa det
ovenfor beskrevne system RA-1000. Korrelationskoefficien-
ten viste sig at vare 0,960 med en haldning pa 0,96.

Disse forsgg demonstrerer sdledes en god korrelation ved
fremgangsmaden ifglge opfindelsen med samme metode i fra-

ver af overfladeaktivt stof.
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Patentkravwv:

1. Fremgangsmade til pavisning af tilstedevarelsen af en
analyt-ligand i en pr¢ve under anvendelse af et automati-
seret analyseapparat, hvorved pr¢ven behandles med et
reagens omfattende liposomer med i overfladen inkorpore-
ret analyt-ligand eller ligand-analog og indeholdende et
detektionssystem, som omfatter mindst en f¢rste og en an-
den komponent, der reagerer indbyrdes til fremkaldelse af
et detekterbart respons, og endvidere et stof, som dekom-
ponerer liposomer som f¢lge af binding af den i overfla-
den inkorporerede analyt-ligand eller ligand-analog og
bindingspartneren, kende te gnet ved, at reagen-
set yderligere indeholder mindst et ikke-ionisk overfla-
deaktivt stof, som ikke dekomponerer liposomer, hvorefter
muligt detekterbart respons fremkaldt af detektionssyste-

met observeres.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k ende tegnet

ved, at

a) at prgven omszttes med den fgrste komponent, som be-
stdr af bindingspartneren for liganden med den anden
komponent af detektionssystemet og med mindst et over-
fladeaktivt stof, som ikke nedbryder liposomet,

b) at reaktionsblandingen fra trin (a) omszttes med den
anden komponent, der bestar af det navnte liposom, som
har en med liganden eller ligand-analogen inkorporeret
overflade, i hvilket liposom der findes en forste kom-
ponent af detektionssystemet, som er reaktiv med den
anden komponent til opndelse af et detekterbart re-
spons, navnte reagens til at nedbryde liposomet ved
respons til binding af overflade-inkorporeret ligand
eller ligand-analog og bindingspartneren, og mindst et
overfladeaktivt stof, der ikke nedbryder liposomet, og
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c) at et eventuelt derved opndet detekterbart respons ob-

serveres.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 2, k e nde tegnet
ved, at (a) pr¢ven omszttes med en f¢rste komponent om-
fattende antistof til liganden, at komponenter af detek-
tionssystemet omfatter et enzymsubstrat og et stof, der
endres detekterbart ved indvirkning af substratet med et
enzym derfor og mindst et overfladeaktivt stof, der ikke
nedbryder liposomet, og at trin (b) omfatter en reaktion
af reaktionsblandingen fra trin (a) med en anden kompo-
nent, bestdende af et liposom med en overflade, der er
inkorporeret med liganden eller ligand-analogen og, inde-
holdt i liposomet, et enzym, som er reaktivt med substra-
tet til saledes at @ndre til detekterbare stof, et kom-
plement og mindst et overfladeaktivt stof, som ikke ned-

bryder liposomet.

4. Fremgangsmdde ifglge krav 2 eller 3, kende teg -
n e t ved, at prg¢ven eller prgverne er en flydende por-
tion af en gas eller vaske, der str¢gmmer gennem et r¢r
med en enkelt indf¢ringsdbning, hvilket r¢r omfatter, i
rzkkefplge, en forste, anden og tredje sektion, idet der
i trin (a) gennem &bningen indfgres en fgrste vaskeporti-
on af pr¢ven og den fprste komponent, hvorefter der gen-
nem abningen indf¢res en f¢rste gasportion, som fylder
den forste r¢rsektion, hvorefter der gennem abningen ind-
fores en anden vaskeportion indeholdende den anden kompo-
nent, hvorpa der gennem abningen indf¢res en anden gas-
portion, som fylder den f¢rste r¢rsektion, idet gaspor-
tionerne holdes adskilte, idet portionerne i trin (b) f¢-
res ind i den anden (naste) re¢rsektion, der har en sa
meget st¢rre diameter end den fgrste rorsektion, at den
forste gasportion ikke udfylder hele den anden r¢rsekti-
on, saledes at den fgrste og den anden vaskeportion for-
enes i den anden r¢rsektion, og sd den f¢rste og den an-
den gasportion flyder sammen i den anden r¢rsektion, idet



10

15

20

25

30

35

DK 162909 B

22

de kombinerede vaskeportioner holdes adskilt fra andre
(efterfplgende) vaskeportioner ved, at den anden og den
tredje r¢rsektion fyldes med den sammenflydte gasportion,
idet de kombinerede vaskeportioner blandes fuldstandigt i
den tredje re¢rsektion, hvorpd denne blanding analyseres
for detekterbart respons, medens den passerer gennem den

tredje re¢rsektion.

5. Reagens til anvendelse ved fremgangsmaden ifglge et-
hvert af kravene 1-4, omfattende liposomer med i overfla-
den inkorporeret analyt-ligand eller ligand-analog og in-
deholdende et detektionssystem, som omfatter mindst en
forste og en anden komponent, der reagerer indbyrdes til
fremkaldelse af et detekterbart respons, og endvidere et
stof, som dekomponerer liposomer som fglge af binding af
den i overfladen inkorporerede analyt-ligand eller 1li-
gand-analog og bindingspartneren, k end e tegnet
ved, at reagenset yderligere indeholder mindst et ikke-
ionisk overfladeaktivt stof, som ikke dekomponerer lipo-

somer.

6. Reagens if¢lge krav 1, kende tegnet ved, at
liposomets lipidmembran er et phospholipid, hvori der
eventuelt er inkorporeret en sterol, eller som omfatter
en amphiphil, hvortil 1liganden eller ligandanalogen er
bundet.

7. Reagens ifplge krav 5 eller 6, kende tegnet
ved, at det overfladeaktive stof er (A) en polyoxryethy-
len-polymer af mindst 23 monomere ethylenoxid-enheder og
fortrinsvis har en hydrofob C8-C17-gruppe, sdsom lauryl-
ether, (B) eller en nonylphenoxypolyethoxyethanol med
mindst 30 monomere ethylenoxidenheder, eller (C) en oc-
tylphenoxypolyethoxyethanol med mindst 30 monomere ethy-

lenoxidenheder.
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8. Reagens ifglge krav 5, kende tegnet ved, at
det overfladeaktive stof har formlen:

HO (C2H40)a (C3H60)b (CZH4O)CH

hvor b er mindst 15 og a + ¢ er mellem 11 og 73, for-
trinsvis 11, 18, 34, 41, 46, 49, 51 eller 7, eller

[H(C2H4O)a (C3H60)]2 N CHZCHZN [(C3H60)b (C2H40)CH]2

hvor b er mindst 5 og a + C liggér mellem 30 og 113, for-

trinsvis fra 50 til 75.

9. Reagens ifglge ethvert af kravene 5-8, k e n de -

tegnet ved, at bindingspartneren for liganden er et
antistof til liganden, at den f¢rste komponent i detek-
tionssystemet er B-galactosidase, indeholdt i liposomet,
at detektionssystemet ogsd omfatter et substrat for B-ga-
lactosidasen og, som den navnte anden komponent, omfatter
et stof, som detekterbart @ndres ved indvirkning af B-ga-
lactosidase og substratet herfor, og at stoffet, som ned-

bryder liposomet, er komplement.
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