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Keksinto kohdistuu fotometriseen menetelmddn reaktantin pitoisuuden
madritystd varten reaktiossa, joka etenee muodostaen tai kuluttaen siron-
takeskuksia siirtymisen mielessd Rayleigh-sironnasta Mie-sirontaan, jol-
loin mitataan suurin reaktionopeus (Vmax) ja aika reaktion alusta suurim=-
man reak:iononeuden ltmdx]esiintymiseen.
Pitcisuuden yksikdsitteistd mddritystd varten mdiritddn kokeellisesci
funktionaalinen riippuvuus pitoisuuden, dex—drvon ja tmax—_rvon valilli
standardivalmisteen avalla, mitataan ndytteen V - Ja t -arvot ja

nax max -
standardivalmisteen avulla mddaritettyd riippuvuutta reaktantin pitoisuu-
den ja v —arvon sekd t ~arvon vdlilld kdyttden mddritetddn reaktan-

max max N

tin prtoisues.

t “max

[ S Arw_yp:\rx/

pPitolsuus



uppfinningen avser ett fsrfarande f8r fotometrisk bestamning av kon- 8 1 4'4'8
centrationen hos en reaktant i en reaktion, vilken forldper under bil-

dande eller fdrbrukande av spridningscentra for dstdkommande av en

dvergang fran Rayleigh- till Mic-spridning, varvid den maximala rceak-
tionshastigheten (Vmax) och tiden fran inledandet av reaktionen till

upptrddande av den maximala reaktionshastigheten (tmax) bestams.

Fér entydig bestdmning av koncentrationen bestdms experimentellt

funktionella sammanhanget mellan koncentrationen, V... och t empi-

ax

. i .
riskt medelst ett standardpreparat, Vmax och t . ats i provet och

koncentrationen hos reaktanten bestdms medelst det fran standardore-
paratet erhdllna f5rhdllandet mellan reak tantkoncentrationen, Vmax

och t .
max
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Fotometrinen menetelmi pPitoisuuden md&ritysta varten reak-
tioissa, jotka etenevit muodostaen tai kuluttaen siron-

takeskuksia

Keksint® kohdistuu menetelmain yhden reaktantin
pPitoisuuden fotometrista mddritystd wvarten reaktiossa,
joka etenee muodostaen tai kuluttaen sirontakeskuksia
siirtymdn aikaansaamiseksi Rayleigh-sironnasta Miesiron-
taan, jolloin mitataan suurin reaktionopeus Vmax ja aika
tmax reaktion alusta suurimman reaktionopeuden esiintymi-
seen, pitoisuuden yksik&sitteists mddritystd varten maisra-
tddn empiirisesti funktionaalinen riippuvuus pitoisuuden,
v x-arvon ja tmax—arvon vdlilléd standardivalmisteen avul -

ma

la, sekd mitataan niytteen V - ja t -arvot.
max max

Valon sirontailmiditi osasilla,EZOtka ovat homogee-
nisessa vadliaineessa, kdytet&dn sekd sironneen valon voi-
makkuuden mittauksen (nefelometria) ettd myds vidliainee-
Seen saapuneen valons&dteen voimakkuuden hividn mittauksen
(samauden mittaus) avulla pitoisuuden madradamiseen.

Monet kemialliset reaktiot johtavat useammassa vai-
heessa molekyylikasaumiin tai makromolekyyleihin, joidan
valon sirontak&dyttaytyminen poikkeaa erittdin paljon 1&h-
tbéaineiden suhteen ja joiden pitoisuudet voidaan m&#ratsi
tamén ominaisuuden perusteella.

Esimerkiksi ylitettidessa liukoisuustulo kerdintyvat
erittdin monet ionit kiteiksi, jotka esiintyvat ensin sa-
mentumanaja lopuksi kasvavat niin suuriksi, ettd ne eroit-
tuvat saostumalla nestemidisesti faasista.

Toinen esimerkki on immunokemiallinen reaktio liu-
koisen antigeenin ja kaksiarvoisen vasta-aineen v&lilly,
mikd voi muodostaa suuria ja valoa voimakkaasti hajoitta-
via molekyylikasaumia.

Ndiden reaktioiden ajallinen kulku vastaa erittdin
usein 1. kertaluokan per#kkdisten reaktioiden yleistd ki-
neettistd kulkua, t&mi tarkoittaa, etta pitoisuuskidyrissi
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lopputuotteen muodostumiselle esiintyy kainnepiste ja si-
ten suurin reaktionopeus esiintyy vasta reaktion kuluessa.
Esimerkkinad immunokemiallisesta reaktiosta on t4m& kulku
esitetty kuviossa 1 kahdelle antigeenipitoisuudelle.

Kuvion 1 signaali/aika—kéyrista voidaan pitoisuu-
desta riippuva mittasignaalil saada eri tavoin (taulukko
1).

Taulukko 1 Ajalliset reunaehdot masrattéessa pitoi-
suudesta riippuvia mittasingaanelja (S = signaali, t =

aika).

Nimi Periaate

1) padtepiste- Mittasignaali madrdtidsn niin my&hédisenad

menetelmd ajankohtana, ettid se kokemuksen mukaan ei
enii muutu, mutta saostumaa ei vield esiin-
ny.

2) Kineettinen Varsinainen1nittasignaali on kahden signaa-
menetelma naalin erotus, jotka madratadn eri mutta
"fixed-time }djnteéstietukéteenasetettuinaajankohti—
Kinetik" na

3) Kineettinen Masratasn suurin reaktionopeus, so. signaa-
menetelmd lin suurin muutos aikayksikdssa:

"rate eter- a) mittaamalla AS riittdvan lyhyin aikava-
mination" lein ja m#aradmslla suurin osamddra g%;
"peak rate b) muodosta alla elektronisesti differenti-
method” aali 2% ja madrasmalla maksimiarvo;
c) muodostamalla tangentti signaali/aika-
kayridlle ja masrsasmallid suurin kulmaker-

roin.

Suuri mddra analyyttej8 voidaan nykyisin tutkia
kvantitatiivisesti taulukossa 1 esitettyjen menetelmien
mukaan suoraa tai epdsuoraa valonsirontamittausta kaytta-
en.

Jos tarkastellaan sopivan mittasignaalin (taulukko
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1) riippuvuutta yhden reaktiooon osaanottavan aineosan
pitoisuudesta, esimerkiksi antigeenin pitoisuudesta ja
toista aineosaa reaktiossa lis#tdsn vakiopitoisuudella,
voidaan havaita kuviossa 2 esitetty riippuvuus. Se yllat-
téva tosiasia, ettd8 samaa mittasignaalia voidaan kayttaa
analyytin sekd8 pienen ettd suuren pitoisuuden suhteen,
johtaa kaksikdsitteisyyteen signaali/pitoisuusyhtdlésss,
mikd ammattimiehille on tunnettu antigeeniylim&&r#ilmiona
tai heidelbergerk&yrini.

Tama kaksikésitteisyys voidaan periaatteessa ha-
vaita aina sielld, missd erilaisen stdkiometrian mukaiset
kompleksit ovat mahdollisia ensimmdisen tai toisen reak-
tioon osallistuvan aineosan ylimddran mukaan ja ndma& komp-
leksit eivdt eroa signaaliominaisuuksiensa, esimerkiksi
valonsironnan suhteen.

Mon_CoMon ja Mon COMon jolloin Mon = monomeeri,
X X+m m X

X+
CoMon = komonomeeri,
Angk ja AgAk2 jolloin Ag = antigeeni,

Ak homologinen vasta-aine;

Lec2 GP Jja Lec GP2 jolloin Lec = lektiini,
GP = glykoproteiini;

- + . . _ .

(Ang1x+l) ja (Agx+lClX) jolloin Ag = hopeaioni,

Cl = kloridi-ioni.

Jos ndita reaktioita suoritetaan pitoisuusmidrityk-
sid varten, m8dritell8sn ja optimoidaan menetelmd ma&rit-
tyd ylimddrdtilannetta varten. K&ytannossd johtaa ta&ma
vaikeuksiin sielld, miss8 analyytti voi olla erittdin suu-
ressa pitoisuusalueessa eikd yhden reaktioon osallistuvan
aineen pitoisuusylim8iridrss voida varmistaa.

T8m& tilanne on erikoisen merkitt#dvd immunoglobu-
liinin immunokemiallisessa m#idrityksessi, jolloin pitoi-
suus voi vaihdella tekij&n 1000 mukaan. Testiolosuhteet ja
taloudellisesti optimaalinen vasta-ainepitoisuus normaalin
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ja subnormaalin pitoisuuden masrittamiseksi eivét salli
tekijalla 1000 kasvanutta pitoisuutta. Seuraava esitys
tarkastelee siten vain immunokemiallisia reaktioita, vaik-
ka menetelmad voidaan soveltaa kaikkiin reaktioihin, jois-
sa esiintyy edella mainittuja ominaisuuksia ja Jjoiden
kdyttdytyminen on kineettisesti analogista.

Immuunikemiallisten reaktioiden suhteen on t&han
mennessi ehdotettu useita menetelmid ja toteutusmuotoja
sen havaitsemiseksi, millé heidelbergerkdyran osalla an-
nettu analyysindyte sijaitsee.

Seuraavassa esitetdén erdita esimerkkeja:

1. Vanhin ja varmin menetelmd antigeeniylimdsran
havaitse-miseksi on kaksoismadrityksen suorittaminen kah-
della erilaisella niytelaimennuksella. Antigeeniylimddrén
esiintyessd saadaan suuremmalla laimennuksella suurempi
signaali ja havaitaan ndennidisesti suurempi proteiinipi-
toisuus kuin vikev®idymmalla ndytteelld. (H.E. Schultze ja
G. Schwick; Prot. Biol. Fluids 5, 15-25 (1958).

Tamin menetelmdn parannetuissa toteutusmuodoissa
kaytetdan vasta-aineiden jatkolisaysta testindytteeseen,
kun reaktio on saavuttanut madrdtyn tasapainon. Antigeeni-
ylim8dran esiintyessd tapahtuu t4118in signaalin kasvu
(T.0. Tiffany et al., Cclin. Chem. 20, 1055-1061 (1974)).
Antigeeniylimddra voidaan my®s havaita jélkiannostelemalla
tunnetun pitoisuuden omaavaa antigeenimateriaalia (j.c.
Sternberg; Clin, Chem. 23, 1456-1464 (1977)).

2. Erikoisessa jatkuvaa virtausta kayttdvissd tek-
niikassa havaitaan antigeeniylimddran esiintyminen Kkak-
soishuipun avulla (R.F. Ritchie; Protides Biol. Fluids 21,
569 (1974)).

3. Tarkastelemalla reaktiokinetiikkaa reaktion ku-
lun graafisen esityksen avulla voidaan eroittaa turbidi-
metristi mittausta kayttaen toisistaan antigeeniylim&dara
ja "heikko" antigeeniylimddra (I. Deverill; Protides Biol.
Fluids 26, 697 (1979)). (p. J.J. Van Munster et al., Clin.
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Chim. Acta 76, 377-388 (1977)).

4. M&8rs8mslla reaktion kestoaika maksimaalisen
reaktionopeuden esiintymiseen asti nefelometrisen mittauk-
sen avulla voidaan laskea suure, joka sallii eroittelun
antigeeni- ja vasta-aineylimairan vdlilld (DE-A 27 24 722
C2).

Kohdissa 2 ja 4 mainitut menetelmit eroavat edul-
lisesti muista menetelmisti siten, ettd ei tarvitse tutkia
kaikkia ndytteiti antigeeniylimésrédn esiintymisen suhteen,
vaan mittaustapahtuman aikana saadaan tietoa siits, tay-
tyykd suorittaa antigeeniylim3drin mddritys.

Menetelmd 2 on sidottu mddrdttyyn tekniikkaan eiki
voida kayttds yleisesti nefelometrista tai turbidimetrista
ndytemddritysts.

Tekniikan nykyisen tason mukaan DE-A-27 24 722 C2
l&htee siit4d, ettd on olemassa maksimaalisen reaktionopeu-
den funktio, joka sallii t#min funktion kynnysarvon avulla
eroittelun antigeeniylim&&4ran ja vasta- aineylim#idrsn vi-
1illd (patenttivaatimus 1). T&m3n patenttikirjoituksen
kappaleessa 12 rivit 8-21 esitetddn, ettd eroittelufunk-
tiona voidaan k#yttdid aikaa (T), joka ulottuu reaktion
alkamisesta reaktionopeuden maksimaaliarvon (H) esiintymi-
seen. Naita toteutuksia rajoitetaan kuitenkin voimakkaasti
kappaleessa 21 rivit 55-68, missd todetaan,ettd ei ole
olemassa mit&in yksittidists aika-arvoa, jonka mukaan kay-
rdn vasta-aineylimiidrsosa sijaitsisi t&m&n arvon yhdells
puolella ja k&dyrin antigeeniylimddrdosa sijaitsisi sen
toisella puolella. Keksint® ratkaisee vaikeuden koordi-
naattimuunnoksen ja uusien muuttujien kdytén avulla.

Menetelmdlle on edelleen tunnusomaista se, etti
antigeeniylimddrdtilan toteamiseksi toistetaan mittaus
ndytteen asianmukaisen laimennuksen mukaan vasta-aineyli-
mddrdtilan saavuttamista varten. Tama ndytteen lis#mitta-
us, jolloin todetaan antigeeniylimé&rdtilanne, on materi-

aalia ja aikaa vaativa.
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Keksinndn perustana on siten tehtdvind menetelman
kehittaminen, joka sallii ilman lisamittausta ndytteen
antigeeni tai vasta-ainepitoisuuden masdrittédmisen, myos
jos tama antigeeniylimddratilanne vallitsee kulloisessakin
testindytteessa.

yllattavasti on nyt havaittu, ettd mittaamalla ai-
ka, joka ulottuu reaktion alkamisesta reaktionopeuden mak-
simiarvon esiintymiseen asti, voidaan kinettisen menetel-
man avulla, so. madsdrasdmdlla suurin reaktionopeus pitoisuu-
den funktiona, suorittavaa kvantitatiivinen mittaus hei-
delberger-kdyran molemmilta puolilta. vasta-aineylimdadran
ja antigeeniylimdaran vidlinen eroittelu ei enda ole valt-
tamatonta.

Keksinndn kohteena on siten johdannossa esitetyn
tyyppinen menetelmd, jolle on tunnusomaista, etta kahdesta
mahdollisesta pitoisuudesta valitaan oikea pitoisuus toi-
sen reaktioparametrin, Vmax tai tmax’ avulla.

Riippuvuus pitoisuuden ja Vmax—arvon seka tmax—ar—
von vialilla voidaan esittis esimerkiksi taulukon, matrii-
sin tai yhden tai useamman matemaattisen funktion avulla.

Tiedetddn, etta reaktionopeuteen ja signaalin voim-
akkuuteen antigeenivasta—aine—reaktioissa voidaan vaikut-
taa laajalla alueella reaktioviliaineen ionivoimakkuuden,
ionilaadun ja polymeerlllsayksen avulla. Seuraava esitys
ei siten rajoitu esimerkeissa esitettyihin olosuhteisiin
vaan kohdistuu saostusreaktioihin, joihin voidaan vaikut-
taa edell&amainitussa mielessa.

Jos masratdin maksimireaktionopeus (vmax) pitoisuu-
desta riippuvaisena, saadaan kuviossa 2 esitetty riip-
puvuus. Jos samanaikaisesti madrataan Vmax-arvon kanssa
aika, joka kuluu reaktion alusta V —arvon saavuttamiseen
(t ), saadaan kuviossa 3 es1tetty riippuvuus. Molemmat
51gnaall/p1t01suuskayrat esittiavat antigeenin ylim8&ran
tapausta; mitatut signaalit voidaan osoittaa kahdelle pit-

oisuudelle.
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Jos molemmat funktiot projisioidaan yhdeksi kuvaksi
(kuvio 4), havaitaan, ettei esiinny arvopaperia (Vmax’
tmax)’ joka vastaisi kahta erilaista pitoisuutta.

Maksimireaktionopeus (vmax) ja aika maksimireaktio-
nopeuden (t ) Saavuttamiseen ovat ilmeisesti toisistaan
rilppumattomla pitoisuuden funktioita ja heidelberger- ~kdy-
rd on kolmiulotteinen kdyrsd (kuvio 5), jossa ei suoritet-
taessa reaktio sopivasti esiinny kaksikdsitteisyytta pi-
toisuuden suhteen.

Mittausmenetelmissj, joissa kdytetdsn vain taman
kdyrdn kaksiulotteista projektiota, esimerkiksi Vv max_2rven
mittausta pitoisuuden funktiona (kayri 6) esiintyy aina
kak31k631ttelsyytta pitoisuuden suhteen.

Havaittujen riippuvuuksien kdytdnn6llistd arvioin-
tia varten on huomioitava, etta signaali/pitoisuus-k&yrin
minimija maksimi-arvon laheisyydessd voidaan pitoisuus
mitata wvain alentuneella tarkuudella, koska verrattain
pienet signaalierot vastaavat suuria p1t01suuser03a.
Uudessa menetelmissi mitattaessa kahta riippumatontamit-
tasignaalia paranee tarkkuus erikoisesti silloin, kun pi-
toisuusfunktion f(tmax) minimiarvo on mahdollisimman kau-
kana pitoisuusfunktiona f(Vmax)maksimiarvosta.

Uuden menetelmin tybtapaa ja reaktio-olosuhteita
esitell&ddn seuraavissa esimerkeissi.

Esimerkki 1

Kalibrointik8yridn maksimialueen mddritys IgG:ta

varten.
Fotometri: DU-8 varustettuna lisdosalla nefelome-
trisi& mittauksia varten (Beckman Instruments).
Reaktioviliaine: 0,02 mol/1 kaliumfosfaattipusku-
ria, pH-arvo 7,3 40 g/1 kanssa polyetyleeniglykolia 6000
(Serva), Heidelberg, Saksan Liittotasavalta ja 64 g/l nat-
riumbromidia.
Ndytteen laimennusaine: fysiologinen NaCl-liuos.
Antiseerumi: LN- antiseerumi ihmisen IgG/kappa-ket-
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jua vastaan (kaniineilta) Behringwerke AG, OSAS 14), lai-

mennettu suhtessa 1:

Standardi: T-

31 reaktiovédliaineella.

proteiini-standardiseerumi (ihmisen),

(Behringwerke AG, OSKT 06).

Testin&yte: 20 mikrolitraa ndyte/standardi-laimen-

nusta sekoitetaan 500 mikrolitran kanssa antiseerumilai-

mennusta ja mitataa

n vialittdmasti fotometrissa kayttéden

Kinetik II ohjelmaa korkeintaan 3 minuuttia aaltopituudel-

la 224 nm.
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a) turbidimetrinen mittaus

reaktion

alus-

me/ ta maksimin esiin

a
I1gG min tymiseen (tmax,s.)
110, 4 425 38
92 466 30
78,9 542 24
73,6 569 20
69 583 18
64,9 576 16
61,3 567 16
55,2 548 14
22,1 219 20
11,0 75 30
b) nefelometrinen mittaus
Standardilaimennuk- Maksimireaktio- Aika reaktion alus-

sen pitoisuus mg/dl nopeus (Vm

IgG

min

a

xE/ ta maksimin esiin

tymiseen (tm

ax

,S.)

110,4
92
78,9
73,6
69
64,9
61,3
55,2
22,1
11,0

1410
1490
1710
1730
1780
1800
1810
1720

706

325

36
30
22
22
20
20
20
18
24
42
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Esimerkki 1 osoittaa, etta seka turbidimetrisessa
ettd myds nefelometrisessd mittauksessa voidaan maarittaa
pitoisuudet yksikésitteisesti heidelberger-kdyran maksi-
mikohdassa ja sen molemmin puolin. Tuntemattoman naytepi-
toisuuden masrittamiseksi interpoloidaan Vmax— ja Trax™
arvojen mittauksen jédlkeen taulukoitujen standardiarvojen
valilta. Mittausalue masratasan laimentamalla sopivasti
naytteita, esimerkissd 1 ndaytteen laimennuksella 1:51 on
se 560-5600 mg/dl IgG ja voidaan se valita siten, ettd
osa-alue, jossa tarkkuus on vahaisempi, ei osu vastaavan
parametrin kliinisesti merkittdvaan paadtosalueeseen.

Esimerkki 2

Kalibrointikdyrdn mittaus IgM:1le (turbidimetri-
sesti)

Fotometri: DU-8 (Beckman Instruments) Reaktiovali-
aine: 0,15 m NaCl—fosfaattipuskuria, pH-arvo 7,2 yhdessa
39 g/1 kanssa PEG 6000 (Serva) ja 8 g/l NaCl

Naytteen laimennusvadliaine: fysiologinen NaCl-liuos

Antiseerumi: LN-antiseerumi ihmisen IgM/pu-ketjua
vastaan (kaniineista) (Begringwerke AG, OSAT 14), laimen-
nettu suhteessa 1:11 reaktioviliaineella

Standardi: T—proteiini—standardiseerumi (ihmisen),
(Behrinwerke AG, OSKT 06)

Testindyte: 200 mikrolitraa néyte/standardilaimen-
nusta sekoitetaan 500 mikrolitran kanssa antiseerumilai-
mennusta ja mitataan valittomasti fotometrissa kayttden
Kinetik II ohjelmaa korkeintaan 3 minuuttia aallonpituu-
della 312 nm.



10

15

20

25

30

35

11 81448

Standardilai- N&ytteen pi- Maksimireak- Aika reaktion

mennuksen pi- toisuus laji- tionopeus alusta maksi-
;gésuus, mg/dl T?;?uzzjéia ;:Rax), mE/ miin (tmax' s)
IgM

110 2310 371 34
74 1540 508 28
55 1155 591 18
44 924 639 14
37 770 639 12
31 660 620 12
28 578 611 10
24 513 598 10
22 462 556 10
20 420 508 10
18 385 488 10
17 355 467 10
16 330 460 10
15 308 419 10
14 290 405 10
13 272 378 10
12 257 368 10
11 231 330 10
5,5 116 158 10
2,8 58 69 10
1,4 29 27 12

Esimerkistd 2 voidaan havaita, ett& valitulla ndyt-
teen laimennuksella voidaan mitata pitoisuus va#1illa 30-
600 mg/dl IgM suuremmalla tarkuudella kuin v&1il14 600-900
mg/dl. Normaalialueella v&lill# 70-300 mg/dl IgM seerumissa
ovat kuitenkin suuremmatkuin 600 mg/dl olevat arvot aina
epdiltédvén ldhelld monoklonaalista gammopatiaa ja vaativat
siten arvojen tarkkuudesta riippumatta jatkotutkimuksia.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd yhden reaktantin pitoisuuden fotomet-
rista maaritystd varten reaktiossa, joka etenee muodostaen
tai kuluttaen sirontakeskuksia siirtymdn aikaansaamiseksi
Rayleigh-sironnasta Mie-sirontaan, jolloin mitataan suurin
reaktionopeus Vmax ja aika tmax reaktion alusta suurimman
reaktionopeuden esiintymiseen, pitoisuuden yksikésitteisté
misritysta varten midsrdataan empiirisesti funktionaalinen
riippuvuus pitoisuuden, Vmax—arvon ja tmax—arvon valilla
standardivalmisteen avulla, seka mitataan niytteen Vmax—
ja tmax—arvot, tunnettu siits, etta kahdesta mah-
dollisesta pitoisuudesta valitaan oikea pitoisuus toisen
reaktioparametrin, Vmax tai tmax’ avulla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta reaktio on immuunikemiallinen
reaktio.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta fotometrinen m8dritys suori-
tetaan valon lépikulkumenetelman avulla.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta fotometrinen masritys suori-
tetaan k&yttden sateilyd, jonka aallonpituus on 240-700
nm, edullisesti kuitenkin valilla 300-380 nm.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettusiita, ettid fotometrinen masritys suorite-
taan sirontavalon mittauksen (nefelometrisen mittauksen)

avulla.
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Patentkrav

1. Forfarande f8r fotometrisk besté&mning av koncen
trationen hos en reaktant i en reaktion, vilken f6rléper
under bildande eller f&rbrukande av spridningscentra f&r
dstadkommande av en bvergdng fran Rayleigh- till Mie-
spridning, varvid den maximala reaktionshastigheten (V )

max
och tiden fran inledandet av reaktionen fram till upptré&-
dandet av den maximala reaktionshastigheten (t ) be-

max
stams, f6r entydigt bestdmning av koncentrationen meddelas
funktionella sammanhanget mellan koncentrationen, V max och
tmax empiriskt medelst ett standardpreparat, V och t

max max
mdts i provet, k annetecknat ddrav, att av tva
mbjliga koncentrationer védljs rdtt koncentration medelst
den andra reaktionsparametern, v max eller t max "

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
tecknat dirav, att reaktionen dr en immunokemisk
reaktion.

3. Férfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
tecknat diarav, att den fotometriska bestdmningen
ut f8rs medelst en genomlysningsmdtning.

4. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nn e -
tecknat dirav, att den fotometriska bestdmningen
utfdrs med en strdlning som har en vaglidngd av 240 - 700
nm, féretrddesvis dock 300 - 380 nm.

5. F6rfarande enligt patentkravet 1, k 4 nn e -
tecknat dirav, att den fotometriska bestdmningen
utférs medelst en spridningsljusmétning (nefelometriskt

férfarande).
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