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Vesipitoinen suspensio diagnostisia kokeita varten ja me-
netelmd sen valmistamiseksi seki diagnostisia menetelmia

ja niissa kaytettavia reagensseja ja testipakkauksia

Keksinté koskee vesipitoista suspensiota diagnosti-
sia tai immunodiagnostisia testejd varten, joka suspensio
sisdltad ei-polymeerisii ytimi&a, joita ymparsdi funktionaa-
lisia ryhmid sisaltava hydrofiilinen kopolymeeri, seka
myOs menetelmdd t&midn suspension valmistamiseksi.

Keksint® koskee myds menetelmas spesifisesti sitou-
tuvan aineen tai immunokemiallisesti aktiivisen komponen-
tin toteamiseksi testinesteestd seka reagenssia ja testi-
pakkausta kaytettavaksi mainittuja toteamismenetelmii kdy-
tettdessa.

Ylla mainittu suspensio ja menetelma suspension
valmistamiseksi tunnetaan US-patenttijulkaisusta
4 157 323. Tassa kuvattujen suspensioiden partikkelit ovat
mikropalloja, jotka muodostuvat kopolymeeristd, jolla hie-
nojakoinen metalli tai metallioksidi on paallystetty, ku-
ten kuviossa 1 on esitetty.

Immunodiagnostisissa kokeissa kdytetaan usein hy-
vdksi leimaan kytkettyja proteiineja. Leimana kaytetdsn
kolloidisia partikkeleita, joihin proteiini adsorboidaan
fysikaalisesti. T&han liittyvia huonoja puolia ovat muun
muassa koemateriaalin valmistuksen huono toistettavuus ja
proteiinin vuotaminen. Jalkimm&inen seikka tarkoittaa si-
ta, ettei aktiivinen proteiini ole kiinnittynyt stabiilil-
la tavalla partikkeleihin, mistd on seurauksena se, etta
testin herkkyys laskee sdilytyksen aikana.

Sellaisten leimojen, joihin proteiini voidaan sitoa
kovalenttisesti, kuten US-patenttijulkaisussa 4 157 323 on
kuvattu, kdyttd voi olla ratkaisu tamantyyppisiin ongel-
miin. Tassd tapauksessa ei-polymeeriset partikkelit muo-

dostavat varsinaisen leiman. Leimalla ymmarretaan kompo-
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nenttia, joka voidaan todeta spesifisen ominaisuuden (va-
rin, radioaktiivisuuden ja vastaavan) ansiosta.

Y1l4d mainitun patenttijulkaisun suspensiolla on
useita huonoja puolia. Ensiksikin ta&médn suspension kiintea
aine sisaltai enintddn 50 paino-% ei-polymeerisid ytimia.
Tama merkitsee testin herkkyyden ja sovellutusmahdolli-
suuksien lukumididran viahenemistd verrattuna leimoihin,
joissa proteiini on suoraan sitoutunut ytimiin. Toiseksi,
kultasoolia agglutinaatiotestitarkoituksiin ei voida kayt-
tda tassa suspensiossa. Kultapartikkelit muodostavat kui-
tenkin erittain sopivan leiman sen ominaisuuden ansiosta,
ettd stabiilin kultasoolin vari on punainen ja vari muut-
tuu siniseksi hoytelditymisen tapahtuessa (partikkeleiden
agglomeroituessa testeiss& todettavan proteiinin vaikutuk-
sesta). Kun kultaytimid kaytetadan US-patenttijulkaisun
4 157 323 mukaisessa suspensiossa, suspendoituneiden par-
tikkeleiden vari on sininen tai punainen, mutta tama vari
el voi muuttua hoyteldityessa.

Kun partikkelit ovat sinisia, kultaytimet ovat pak-
kautuneet niin lahekk&din, ettd agglomeroitumista voidaan
jo katsoa tapahtuvan jokaisessa partikkelissa; katso kuvio
2.

Kun partikkelit ovat punaisia, kopolymeeri erottaa
ytimet toisistaan, ja ne j&aavat sellaiseksi jopa polymee-
ripallojen agglomeroituessa, mistd on seurauksena se, et-
tei vari muutu (katso kuvio 3).

Tassd suspensiolla on lisaksi huonoja puolia kay-
tettaessa viriainesooleja ytimena. EP-julkaisusta
0 032 270 tunnetaan, ettad variainesoolien lopullisessa
toteamisessa varin voimakkuutta voidaan lisdta antamalla
soolipartikkeleiden liueta orgaaniseen liuottimeen. US-
patenttijulkaisun 4 157 323 mukaisessa tapauksessa, Jjossa
viariainepartikkelit ovat paksun polymeerikuoren ymparoi-

mid, tama ei ole endd mahdollista.
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Keksinndén mukaisen suspension kiinteat aineosat
sisdltavat vahintdian 50 paino-% ei-polymeerisii ytimia ja
tama suspensio sallii varin muuttumisen agglomeroituessa
kultaytimia k&aytettdessa. Lisdksi ytimid ymp&rsiva poly-
meeri on tarpeeksi ohut mahdollistaakseen, turpoamalla,
variaineytimien liukenemisen orgaaniseen liuottimeen.

Keksinn6ssd yllad mainitun tyyppisessa, tunnetussa
suspensiossa ei-polymeeriset ytimet ovat kukin erikseen
oman kopolymeerikuorensa ympardimii. Tami on valaistu esi-
merkilld kuviossa 4.

Rakenteeltaan tédméntyyppisissa partikkeleissa yh-
distyvat polymeeripinnan hyvdt puolet ytimen ominaisuuk-
siin suhteessa, joka on mahdollisimman edullinen. Ei-poly-
meeristen ydinten miara riippuu ydintyypista ja polymeeri-
kuoren paksuudesta. Kullan ollessa kyseessad se saattaa
olla yli 90 $. Kuoren paksuus voi vaihdella valillad noin
3 - 70 nm mm. koeolosuhteista riippuen.

Ei-polymeerisiid ytimia ovat esimerkiksi metalli-,
metallioksidi- tai metalliyhdisteytimet, jolloin metalli
el ole magneettisesti herkkd, muista epaorgaanisista vh-
disteista, kuten piidioksidista, orgaanisista variaineista
tai orgaanisista pigmenteista Ja synteettisten, eldin-,
kasvi- tai mineraalidljyemulsiopisaroista muodostuvat yti-
met. Ei-polymeeriset ytimet, jotka voidaan parhaiten tode-
ta silmiinpistdvan ominaisuutensa ansiosta, ovat edulli-
sia. Té&llaisia ovat kulta jo mainitun agglomeroituessa
tapahtuvan varimuutoksensa ansiosta ja hematiitti (Fe.,0.)
punainen-ruskea-virinsid ansiosta.

Kun kolorimetrisissa testeissa kaytetasdn vidriainei-
ta, on mahdollista valitsemalla oikein vdriaine saada kor-
keampia moolisia absorptioita ja siten korkeampi herkkyys
kuin metallisoocleilla. Lisdksi, kuten ylla on mainittu,
varia voidaan voimistaa jélkeenpéain.

Funktionaalisia ryhmia sisaltavilla kopolymeereills

tarkoitetaan kopolymeereijs, jotka sisaltavat sellaisia
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ryhmia kuin OH, NH,, COOH, CHO, SH ja NN'Cl", joihin prote-
iinit voivat sitoutua suoraan tai kemiallisen kdsittelyn
jalkeen kovalenttisesti.

Keksintd koskee myds menetelmda yllad kuvatun kek-
sinnén mukaisen suspension valmistamiseksi. US-patentti-
julkaisun 4 157 323 mukaisella tunnetulla menetelmdlla
suspensiot valmistetaan kopolymerocimalla in situ veteen
liuotettu monomeerinseos ei-polymeeripartikkeleiden ldasna-
ollessa, jolloin monomeeriseos sisaltaa seuraavanlaisia
monomeereja:

etyleenisesti tyydyttymdton monomeeri, joka hydro-
lysoimatta tai hydrolyysin jalkeen sisaltaa ainakin yhden
kovalenttisesti sitovan funktionaalisen ryhmén,

hydrofobinen monomeeri ja

liittdva monomeeri.

Tilla menetelmallsd ei-polymeeriset partikkelit dis-
pergoidaan monomeeriliuokseen. Sen seikan lisaksi, etta
muodostuneilla partikkeleilla on edella mainittuja huonoja
puolia, menetelmalla on myods useita haittoja. Niinpa ha-
vaitaan muodostuvan myds puhtaita polymeeripalloja ilman
ydinta. Nam&d ovat ei-haluttuja sivutuotteita, Jjotka on
poistettava. Lisaksi havaitaan, ettei partikkeleiden agg-
lomeroitumista voida valttad. T&ama estetadan lisaamalla
stabiloivaa ainetta, esimerkiksi ionitonta pinta-aktiivis-
ta ainetta. Proteiinien leimoissa t&mantyyppinen aine
yleensd hairitsee proteiinien sitoutumista ja konformaa-
tiota. Kaytettdessad tamantyyppisella menetelm&alla valmis-
tettuja partikkeleita immunodiagnostisiin testeihin erik-
seen lisatyt pinta-aktiiviset aineet taytyy poistaa. Tama
onnistuu kuitenkin usein vain osittain.

Keksinnén mukaisella menetelmalla tavoitteena on
antaa kayttoon ei-polymeeripartikkeleita omissa erillisis-
sa kopolymeerikuorissaan, jolloin on mahdollista valttaa
pinta-aktiivisten aineiden kaytto, eikd puhtaita kopoly-

meeripalloja muodostu.
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Keksinnén mukaiselle menetelmille on ominaista,
etta lahtSaineena kdytetddn magneettisesti epédherkkien,
ei-polymeeristen partikkeleiden pysyvaa, kolloidista dis-
persiota ja ettd tahan lisatiisn monomeeriseos, joka vali-
taan siten, ettd syntyvidn kopolymeerin varaus on merkil-
taan identtinen alkuperé&isen dispersion varauksen kanssa.

Elektroforeettinen liikkuvuus maarda aiotun varauk-
sen merkin. Alan ammattimiehet tuntevat timin kdsitteen,
eika sita tarvitse selittda tassa vksityiskohtaisemmin.

Kun alkuperaisen dispersion tai emulsion ja kuori-
polymeerin varausten merkit eivat ole identtisia&, kuoren
muodostuessa dispersio koaguloituu, jollei kayteta pinta-
aktiivisia aineita. Merkiltaan identtiset varaukset saa-
daan kayttamdlla polymeroinnin aikana kaynnistajaa, joka
saa aikaan varattuja jaanndsryhmii, joilla on oikeanmerk-
kinen varaus, ja/tai kayttamilla varattuja monomeereja,
joilla on tuonmerkkinen varaus.

Alkuperédinen dispersio voidaan stabiloida peptisoi-
malla ionit ja myds adsorboimalla heikosti pinta-aktiivi-
Sia aineita. T&ssid vaiheessa kdytetyt heikosti adsorboitu-
vat pinta-aktiiviset aineet voidaan hyvin poistaa mikro-
suodattamalla, eividtka ne esta suspension kayttéd immuno-
diagnostisissa testeissi.

Etyleenisesti tyydyttymattomat monomeerit, Jjoissa
on vahintddn yksi kovalenttisesti sitoutuva funktionaali-
nen ryhma, voidaan valita monomeereista, jotka sisaltavat
OH-, NH,-, COOH-, CHO-, SH- tai NN*Cl -ryhm&n. N&dista esi-
merkkej&a ovat etyleeni-imiini, 2,3-dihydroksipropyylimet-
akrylaatti, maleiinihappo, akryyliamidi, metyloliakryyli-
amidi, (met)akryylihappo, aldonihappo, allyyliamidit, ku-
ten arabinonallyyliamidi, glukonallyyliamidi, e-glukohep-
tonallyyliamidi, laktobionallyyliamidi, natriumvinyylisul-
fonaatti, metallyylisulfonaatti, dimetyyliaminoetyylimeta-
krylaatti, vinyylipyridiinisuolat, polyetyleeniglykolin
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(met)akryylihappoesterit ja vinyylipyridiini matalassa pH:ssa.
On my®s mahdollista kayttaa monomeereja, jotka hyd-

rolyysin jalkeen sis&dltavat kovalenttisesti sitoutuvan

funktionaalisen ryhman. N&aista esimerkkeja ovat:
vinyyliasetaatti (hydrolyysituote: vinyylialkoholi)

N-vinyyli-tert.butyylikarbamaatti (hydrolyysituote:
vinyyliamiini),

glysidyylimetakrylaatti (hydrolyysituote: 2,3-di-
hydroksipropyylimetakrylaatti),

dietyylimaleaatti (hydrolyysituote: maleiinihappo)

Hydrofobiset monomeerit voidaan valita monomeereis-
ta, Jjoiden 1liukoisuus veteen on vahintaan 35 g/1 20
°C:ssa. Esimerkkeja ndista ovat styreeni, butadieeni, bu-
tyyliakrylaatti, vinylideenikloridi, vinyylikloridi, etee-
ni, metyylimetakrylaatti, etyyliakrylaatti, vinyylieste-
rit, dietyylimaleaatti, glysidyylimetakrylaatti Jja 2,3-
epitiopropyylimetakrylaatti.

Edullisimpia hydrofobisia monomeereja ovat kuiten-
kin sellaiset monomeerit, jotka sisaltavat hydrolysoituvan
ryhman, jolloin polymeeriin muodostuu hydrofiilinen yksik-
k6. Esimerkkeja naistad ovat samat, ylla kuvatut hydroly-
soituvat monomeerit.

Esimerkkeja liittavista monomeereista ovat N,N-me-
tyleenibisakryyliamidi, etyleeniglykolidimetakrylaétti,
diallyyliftalaatti, pentaerytrito;itriakrylaatti ja N,N-
diallyyliviinihapon diamidi. Kun hydrofiiliseksi ja hydro-
fobiseksi monomeeriksi valitaan monomeerit, kuten glysi-
dyylimetakrylaatti ja metyloliakryyliamidi, jotka ovat Jjo
liitettavia, erillisen liitt&van monomeerin lisdys on tar-
peetonta. Liitt&dvaa ainetta ei tarvita myoskaan, kun poly-
meeri on tarpeeksi liukenematon polymerointivédliaineeseen.
Nain on styreeni- ja akryyliamidikopolymeerin tapauksessa.

Suhde, jossa monomeerit valitaan, riippuu valitta-

vista monomeereista.
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On oleellista, ettd muodostuneella kuoripolymeeril-
la on stabiloivia ominaisuuksia. T&md voidaan osoittaa
sallimalla monomeerin polymeroitua, kun ydinpartikkeleita
el ole lasnd ja kun mydskasdn pinta-aktiivisia aineita ei
ehka ole lasna. Talldin sopivista monomeeriseoksista muo-
dostuu kopolymeeri, joka muodostaa pysyvan lateksin, jonka
partikkelikoko on 50 - 300 nm.

Reagenssi tai immunokemiallinen reagenssi kuuluu
mySs keksintoon. Termi reagenssi tarkoittaa, etta hydro-
fiilinen kopolymeeri, joka ymparsi ei-polymeerista ydinta,
on varustettu reagoivalla aineella.

Reagoivat aineet, joita voidaan kayttaa, ovat ai-
neita, joiden kanssa joko reseptori tai ligandi reseptori-
ligandi-yhdistelmiss&d voi reagoida. Tdllaisissa reseptori-
ligandi-yhdistelmiss&d reseptorilla ja ligandilla on suora
tai epdsuora affiniteetti toisiaan kohtaan. Sopivia resep-
tori-ligandi-yhdistelmid ovat esimerkiksi avidiini-biotii-
ni tai DNA-DNA- tai DNA-RNA-hybridit. Sitten mainittua
reagenssia voidaan kdyttdd menetelmidssd testinesteessi
olevan spesifisesti sitoutuvan aineen toteamiseksi, jolla
aineella on sitoutumisaffiniteetti reagenssissa olevaa
reagoivaa ainetta kohtaan.

Termi immunokemiallinen reagenssi tarkoittaa, etta
hydrofiilinen kopolymeeri, joka ympdroi ei-polymeerista
ydint&d, on varustettu immunokemiallisesti aktiivisella
aineella (reagoivana aineena). Vasta-ainetta, antigeenia
tai hapteenia voidaan kdyttda immunokemiallisesti aktiivi-
sena aineena.

Sitten tata immunokemiallista reagenssia voidaan
kdyttad menetelmédssd testinesteessa olevien immunokemial-
listen komponenttien toteamiseksi. Immunokemiallinen reak-
tio, jonka tulisi tapahtua toteamismenetelmas kdytettaes-
sda, on edullisesti kaksikerrosreaktio, agglutinaatioreak-

tio, kompetetiivinen reaktio tai inhibitioreaktio.
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Esimerkiksi antigeenin osoittamiseksi testinestees-
td, antigeenia vastaan muodostettu vasta-aine voidaan si-
toa sopivaan kantajaan, jonka jalkeen testineste saatetaan
kosketukseen kantajan kanssa ja testinesteessd& olevan an-
tigeenin ja vasta-aineen valille muodostuneiden immuuni-
kompleksien ldsndolo todetaan lisadmalla kantajaan sopivaa
keksinnén mukaista immunokemiallista.reagenssia sen jal-
keen, kun immuunikompleksi on muodostunut.

Kantajia, joita voidaan kayttaa, ovat mikrotesti-
kuopan, putken tai kapillaarin sisaseina, kalvo, suodatin,
testiliuska tai partikkelin, kuten esimerkiksi lateksipar-
tikkelin, erytrosyytin, vdriainesoolin, metallisocolin tail
soolipartikkelina kdytetyn metalliyhdisteen pinta.

Keksinnoén mukaisen testipakkauksen taytyy sisaltaa
oleellisena komponenttina mainittu reagenssi tai immunoke-
miallinen reagenssi.

Keksintoa valaistaan alla seuraavien sita rajoitta-
mattomien esimerkkien ja siihen kuuluvien kuvioiden 1 - 4
avulla.

Kuvio 1 esittaa tekniikan tason mukaisen suspension
partikkeleita. Tass&d erilaiset ydinpartikkelit on ymparoi-
ty partikkelia kohti.

Kuvio 2 esittaa tekniikan tason mukaisen suspension
partikkeleita, jossa ytimet on ymp&aroity lahekkdin toisi-
aan.

Kuvio 3 esittaad tekniikan tason mukaisen suspension
partikkeleita, joissa kopolymeeri erottaa ytimet toisis-
taan.

Kuvio 4 esittaad keksinnoén mukaisen suspension par-
tikkeleita. Tassa tapauksessa jokaisella ytimelld on oma
kopolymeerikuorensa.

Esimerkki 1

Kultapartikkeleiden paallystys polymeerikuorella
Siemenkultasooli, Jjonka partikkelikoko on noin

20 nm, valmistetaan Frens'in menetelmdlla [Nature, Physi-
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cal Sci. 241 (1973) 20]. Kultasoolin kiinteiden aineiden
pitoisuus on 0,006 paino-%. 80 ml tats soolia lammitetian
70-°C:iseksi kaksoisseinaisessa, termostaatilla kontrol-
loidussa reaktioastiassa sekoitusnopeudella 200 kierros+a
minuutissa. Sitten 0,1 g kaliumpersulfaattia ja 0,06 g
natriumbikarbonaattia 5 ml:aan tislattua vetta liuotettuna
lisataan kultasooliin ja sen jalkeen lisdt&ddn 7 ml seuraa-
vaa monomeeriliuosta:
2 g metyylimetakrylaatti
1 g natriumvinyylisulfonaatti
lg N-metyleenibisakryyliamidi
50 ml tislattu vesi
50 ml metanoli
Seosta sekoitetaan 70 °C:ssa 18 tuntia, minka jal-
keen se jadhdytetadn huoneen lampétilaan. Sentrifugointi-
kokeet osoittavat, ettei erillisia polymeeripartikkeleita
ole muodostunut. N&kyvan valon absorptiospektrit osoitta-
vat, ettei partikkeliryhmisa esiinny ja ettd polymeerikuori
on muodostunut. Dynaamisen valon sirontakokeet ja trans-
missioelektronimikroskopia osoittavat, ettd kuoren paksuus
on 77 nm.
Esimerkki 2

Monomeeriseos, joka sisialtaa hydrolysoituvaa, hyd-
rofobista monomeeria
2.1 Kultaparikkeleiden paddllystys ohuella polymee-

rikuorella

Siemensoolin valmistus

Kultasooli valmistetaan pelkistam&dlla tetrakloori-
auriinihappoliuos natriumsitraalilla Frens'in [Nature,
Physical Sci. 241 (1973) 20] kuvaaman menetelmin mukaises-
ti. Kiinteiden aineiden pitoisuus on 0,032 paino-% kultaa.
Keskimdédrdinen partikkelikoko on 55 nm. Nain valmistettu
sooli on kolloidisesti pysyvd pinta-aktiivisia aineita

lisaam&attsa.
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Padllystysmenetelmé

800 ml siemensoolia siirretddn termostaatilla kont-
rolloituun yhden litran reakticastiaan ja lammitetddn 70-
°C:iseksi hitaasti sekoittaen (200 kierrosta minuutissa,
pohjasekoittaja). Sitten 10 ml liuosta, Jjoka sisaltaa
0,32 g kaliumpersulfaattia ja 0,2 g natriumbikarbonaattia
50 ml:ssa tislattua, deionisoitua vettd, lis&dtddn tipot-
tain kultasocoliin. T&man jalkeen 25 ml liuosta, Jjolla on
seuraavassa esitetty koostumus, lisdtddn tipottain sekoi-
tettuun, lampimédédn kultasooliin yhden tunnin kuluessa.

Sydtetty monomeerikoostumus:

0,75 g glysidyylimetakrylaatti

0,38 g natriumvinyylisulfonaatti

0,38 g N-metyleenibisakryyliamidi

50 ml tislattu vesi

50 ml metanoli

Saman ajanjakson kuluessa lisataan jaljelle jdanyt
osa kaynnistys/puskuriliuosta. Kun monomeerit ja kaynnis-
tin on lisdtty, seosta sekoitetaan viela 15 tuntia 70
°C:ssa. Kun sama koe suoritetaan kdyttden kultasoolin ti-
lalla samaa tilavuutta vettd, muodostuu stabiili lateksi,
jonka partikkelikoko on noin 100 nm.

Pdallystetyn kultasoolin ominaisuudet

200 ml valmistettua soolia puhdistetaan mikrosuo-
dattamalla kayttden 6 000 ml tislattua vettéd. Transmissio-
elektronimikroskooppiset ja kvasielastinen valonsironta -
analyysit osoittavat, ettd& jokainen yksittdinen kultapar-
tikkeli on paallystetty 11 nm paksulla polymeerikuorella.
Muodostuu alle 5 % polymeeripartikkeleita, joissa el ole
kultaydinta. Jokainen paallystetty partikkeli sisdltaa
vhden ainoan kultaytimen.

Puhdistettu, mikrosuodatettu sooli pysyy kolloidi-
sesti pysyvand 0,2 mol/l natriumkloridin vesiliuoksessa
jopa 60 tunnin kuluttua. Painvastoin lahtodsiemensooli hoy-

teldityy 0,04 mol/l:n natriumkloridipitoisuudella.
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Paallystetyn soolin vari on oleellisesti identtinen
siemensoolin varin kanssa. Maksimiabsorptio tapahtuu aal-
lonpituuksilla 539 ja 533 nm. Hoyteldityesssd esim. nat-
riumkloridin vaikutuksesta todetaan luonteenomainen varin
vaihtuminen punainen-vaaleanpunaisesta siniseksi ja lopuk-
si harmaa-varittdmiaksi sekd siemensoolille ettd padllyste-
tylle soolille.

2.2 Immunoglobuliini G:n (anti-humaanikoriongona-

dotropiini, a-hCG) kemiallinen, kovalenttinen sito-

minen polymeerilli padllystettyyn kultasooliin

Aldehydiryhmien vienti

100 ml kapseloitua, mikrosuodatettua kultasoolia
esimerkistda 2.1 sekoitetaan 8,7 ml:aan 0,5 mol/l natrium-
perjodaattiliuosta pH:ssa 4,06.

Pdadllystettyd, mikrosuodatettua kultasoolia, joka
on sekoitettu 8,7 ml:aan tislattua vettad, pidetdan tyhja-
kokeena.

Nditd seoksia pidet&an 75 minuuttia huoneen lampo-
tilassa. Sitten hapettuminen pysaytetddn lisaamdllsa 304 ml
etyleeniglykolia, jonka jadlkeen seoksia sekoitetaan viela
60 minuuttia. Sitten soolit mikrosuodatetaan kayttden 20-
kertaista tilavuutta tislattua vetts.

a-hCG 293A:n kemiallinen sitoutuminen aldehydiryh-
mida sis&altavaan pdallystettyyn kultasooliin

100 ml aldehydi-funktionaalisia ryhmid sisaltavas
kultasoolia sekoitetaan 5 ml:aan puskuroitua a-hCG-liuosta
(boraattipuskuri, pH 9%). Vertailun vuoksi kontrolli (tyh-
jékoe) kasitell&dsan samalla tavalla.

Seoksia inkuboidaan huoneen ldmpotilassa 18 tuntia,
minkd jalkeen ne suodatetaan karkean nailonsuodattimen
lapi.

Sitten soolit pest&dan kahdesti Tris-puskurilla, pH
8", sentrifugoimalla sooleja 60 minuuttia kiihtyvyydella
700 g.
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Sedimentit suspendoidaan uudelleen Tris-puskuriin.

Padllystetyt kultasoolit, Jjotka on kasitelty talla
tavalla, testataan niiden immunologisen aktiivisuuden suh-
teen kayttden Predictor-tikkua (Chefaro International).
Tahadn tarkoitukseen 0,3 ml konjugaattia (optinen tiheys
8,33) sekoitetaan 0,2 ml:aan virtsaa, Jjoka sisaltaa 0, 50
ja 1 000 kansainvdlista yksikkod (I.U.) hCG:ta litraa koh-
ti, vastaavasti. Monoklonaalisella a-hCG:11a (147B) paal-
lystetty tikku viedaan kultasooli/virtaseokseen, ja tikkua
inkuboidaan 30 minuuttia huoneen lampotilassa. Sitten tik-
ku pestaan vedella ja vari luetaan. Tulokset on annettu

alla olevassa taulukossa I.

Taulukko I
hCG:n pitoisuus Kontrollisooli Aldehydisooli
I.0./1
O - -
50 - +
1 000 - +

- tarkoittaa, ettei tikussa nay varia

+ tarkoittaa, etta tikussa nakyy punainen-vaalean-
punainen vari

3l poraattipuskurin koostumus:

liuos A: 0,2 mol/l boorihappo + 0,2 mol/l kalium-
kloridi

liuos B: 0,2 mol/l natriumkarbonaatti

Liuoksen A pH saatetaan arvoon pH 9 lisadamalla
liuosta B.

Puskuroitu a-hCG-liuos: 1 tilavuusosa a-hCG:ta (9,9

mg/ml) ja 8,4 tilavuusosaa 0,2 mol/l boraattipuskuria.
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° Tris-puskurin koostumus:
0,25 mol/1 Tris(2—amino—2—(hydroksimetyyli)—1,3—
propaanidioli)
0,25 mol/1 natriumkloridi
1,29 g naudan seerumin albumiinia litrassa
0,025 g tiomersaalia litrassa
Liuoksen pH saatetaan arvoon pPH 8 lis&amalla vake-
vaa kloorivetyhappoa.
2.3 Paksun polymeerikuoren valmistaminen yksittais-

ten kultapartikkeleiden ympdrille

Kultapartikkeleiden pddllystykseen valitaan esimer-
kin 2.1 menetelma lukuunottamatta sybtetyn monomeerin
koostumusta.

SyOtetty monomeerikoostumus:

1,70 g glysidyylimetakrylaatti

0,85 g natriumvinyylisulfonaatti

0,85 g N-metyleenibisakryyliamidi

50 ml tislattu vesi

50 ml metanoli

200 ml nain saatua soolia mikrosuodatetaan kdayttaen
6 000 ml tislattua vetta ja karakterisoidaan. Kayttden
transmissioelektronimikroskopiaa polymeerikuoren paksuu-
deksi arvioidaan runsaat 25 nm; kvasielastisella valonsi-
ronnalla saadaan kuoren paksuudeksi 40 nm, mika osoittaa
polymeerikuoren turpoavan vedessi. Suurin osa (>95 %) par-
tikkeleista muodostuu yhdesta ainoasta polymeerikuoren
ympardimdsta kultaytimesti.

Paallystetty, mikrosuodatettu kultasooli ei hoéyte-
16idy 0,4 mol/l natriumkloridiliuoksessa edes 60 tunnin
kuluttua. Hoyteloitymista tapahtuu huomattavasti korkeam-
missa natriumkloridipitoisuuksissa, mutta varinmuodostus-
ta, mikd@ on luonteenomaista padllystamattdmien kultasoo-
lien hoytelditymiselle, ei enia tapahdu. Sen sijaan tode-
taan punainen-vaaleanpunaisia héytelsita. Jos siemenkulta-

sooli korvataan vastaavalla tilavuudella vettd, monomee-
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rien polymeroituminen johtaa pysyvdan lateksiin, Jjonka
partikkelikoko on runsaat 120 nm.

Esimerkki 3

Variainesoolin paallystys

3.1 Siemensoolin valmistus

50 g Palanil light red -varia (disperssi véadriaine-
liete, BASF n:o 7 764 060) sekoitetaan 1 000 ml:aan tis-
lattua vettd 45 minuutin aikana huoneen lampoétilassa. Tama
vadriainesooli puhdistetaan pesem&lla kuusi kertaa perak-
kain tislatulla vedelld. Ensimmdiset viisi pesuvaihetta
suoritetaan sentrifugoimalla kiihtyvyydella 2 000 g 30
minuutin ajan ja dispergoimalla uudelleen tislattuun ve-
teen. Viimeinen sentrifugointivaihe suoritetaan kiihtyvyy-
della 125 g 60 minuutin ajan. Tamd puhdistusprosessi pois-
taa tehokkaasti ylimdardisen pinta-aktiivisen aineen. Li-
saksi tapahtuu jonkin verran fraktioitumista. Raakasocolin
pintajannitys on 43,5 dyne/cm, puhdistetun soolin pinta-
jannitys on 71,1 dyne/ml molemmat mitattuna kiinteiden
aineiden pitoisuudella 4,8 g vdriainetta litrassa.

3.2 Paallystys

125 ml laimeaa, pestya variainesoolia (0,145 %)
lammitetdaian 70-°C:iseksi ja sekoitetaan (200 kierrosta
minuutissa) reaktioastiassa. Sitten lisat&dan 12,5 ml 1li-
uosta, joka sisaltaa 0,10 g natriumbikarbonaattia Ja
0,10 g kaliumpersulfaattia vedessa. Taman jdalkeen lisataan
12,5 ml monomeeriliuosta, Jjolla on seuraavassa esitetty
koostumus, peristalttista pumppua kayttden yhden tunnin
kuluessa.

Syotetty monomeeri:

2 g glysidyylimetakrylaatti

1 g natriumvinyylisulfonaatti
0,5 g N-metyleenibisakryyliamidi

50 ml tislattu vesi

50 ml metanoli
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Soolikoostumus j&dhdytetdian 16 tunnin kuluttua ja
100 ml puhdistetaan mikrosuodattamalla kdyttaen 2 500 ml
tislattua vetts. Padllystetyn soolin halkaisija on 86 nm
suurempi kuin alkuperiisen soolin, joka on 316 nm. Sooli-
koostumuksen sentrifugointi 52-%:isessa (w/w) glukoosive-
siliuoksessa, jonka tiheys on 1,23 g/ml, johtaa putken
pohjalle sedimentoituneisiin punaisiin partikkeleihin.

Supernatanttinesteen pinnalla ei havaita erillisiad poly-

meeripartikkeleita. Erillisia partikkeleita ei todeta
mySskdan "sedimentation field flow fractination" -kokeis-
sa.

Pinnan modifioinnin vaikutus proteiinien adsorp-
tioon on huomattava. Kaksi neljan millilitran putkea tay-
tetdan yhdella millilitralla padllystédmatontd, puhdistet-
tua soolia ja yhdelld millilitralla padllystettyd, puhdis-
tettua véariainesoolia, vastaavasti. Kumpikin putki sisal-
tda 0,054 g variainetta. 1,75 ml fosfaattipuskuria‘, pH
7,4, ja sitten 0,76 ml liuosta, joka sisaltas 2,67 mg/ml
naudan seerumin albumiinia (R-tyyppi, Organon Teknika),
lisatdan ndihin putkiin.

Putkia ravistellaan huoneen lampotilassa kaksi tun-
tia, mink&d jilkeen ne sentrifugoidaan. Supernatanttines-
teen naudan seerumin albumiini -pitoisuus mddritetsan
HPSEC:11a (korkeapainegeelisuodatus). 0,28 mg/m‘ proteiinia
on adsorboitunut paallystamattomdan, puhdistettuun soo-
liin; p&a&allystetyssa soolissa ei todeta adsorboitunutta

proteiinia.

30

' Fosfaattipuskurin koostumus:

Liuos A: 9,0772 g kaliumdivetyfosfaattia vhdesssa
litrassa vetts,

Liuos B: 11,8586 g dinatriumvetyfosfaattia yhdessa
litrassa vetta. Sekoita 5 osaa liuosta A 24 osaan
liuosta B.
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3.3 Immunoglobuliini G:n (anti-humaanikoriongona-

dotropiini, a-hCG) kemiallinen, kovalenttinen si-

toutuminen polymeerilla pddllystettyyn vdriainesoo-

3.3.1 Aldehydiryhmien vienti

Kapseloitu, mikrosuodatettu variainesooll esimer-
kistd 3.2 ja muita ndytteitd, joiden polymeerikerroksen
paksuus on erilainen, varustetaan aldehydiryhmilla esimer-
kissa 2.2 kuvatulla tavalla.

3.3.2 a-hCG 293A:n kemiallinen sitoutuminen paal-

lystettyyn, aldehydiryhmia sisdltavaan variainesoo-

liin

a-hCG:n kytkentd aldehydi -funktionaalisia ryhmia
sisaltdviin sooleihin suoritetaan esimerkissa 2.2 kuvatul-
la tavalla.

3.4 Immunologinen mddritys

Nain valmistettujen (a-hCG)-variainesoolikonjugaat-
tien immunologinen aktiivisuus testataan a-hCG:n kaksiker-
ros-immunologisella mddritysmenetelmdlla, kuten esimerkis-
sa 2.2 on kuvattu, inkuboimalla a-hCG:1la& (147B) padllys-
tettya upotustikkua (Predictor stick, Chefaro Interna-
tional) huoneen lampdtilassa seoksessa, Jjossa on hCG:ta
sisaltavaa virtsaa ja konjugaattia (A}® = 8,3). Sitten tik-
ku huuhdotaan vedella ja vari luetaan. Tulokset on annettu

taulukossa II.
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Vériainesooli—(a—hCG)—konjugaatit testattuina upo-

tustikkukaksikerros ~immunologisella madritysmene-

telmdalla (Predictor stick, Chefaro International)

hCG:n Inkubointi- ACI-113° ACI-124"
ACI-126" ACI-127"
pitoisuus aika
0 0,5 - -
200 0,5 +/- +/-
1 000 0,5 + +
10 000 0,5 + +
+/- +/=
0 1,0 - -
200 1,0 +/- +/-
1 000 1,0 + +
+/~- -
10 000 1,0 + +
+ +
0 2,0 - -
200 2,0 +/- +
1 000 2,0 + +
+/- +/=
10 000 2,0 + +
+ +

ACI-125"

+ /=

""konjugaatti perustui polymeerilla paallystettyihin variainesooleihin,

joiden paallystyskerroksen paksuus vaihteli seuraavasti

sella valonsironnalla/QELS) :

ACI-124:
ACI-127

ACI-113
ACI-126

86 nm
30 nm

88 nm
35 nm

ACI-125

58 nm

+ valkoisessa tikussa punainen-vaaleanpunainen vari
- valkoisessa tikussa ei nay viria

(mitattu dynami-
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Esimerkki 4

Kultapartikkeleiden paallystys kuoripolymeerin liu-

koisuusrajan ylapuolella

800 ml siemenkultasoolia (0,032 paino-%; katso esi-
merkistd 1 tadmdn siemensoolin valmistus) lammitetaan 70-
°C:iseksi termostaatilla kontrolloidussa reaktioastiassa,
jossa on palautusjadhdytin ja sekoittaja. 10 ml liuosta,
joka sisaltaa 0,32 g kaliumpersulfaattia ja 0,32 g nat-
riumkarbonaattia 50 ml:ssa tislattua vetta, lisataan ti-
pottain, ja 10 ml monomeeriliuosta, jonka koostumus on
esitetty seuraavassa, lisataan tipottain yhden tunnin ku-
luessa.

Syotetty monomeeriliuos:

12 g vinyyliasetaatti

4 g dietyylimaleaatti

3 g dietyyliviinihapon diamidi

50 ml vesi

50 ml metanoli

Jdaljelle jaanyt kaynnistin/puskuriliuos lisataan
monomeerien lisdyksen aikana. 24 tunnin kuluttua monomee-
rien lisayksesta reaktiocastia jddhdytetadn huoneen lampo-
tilaan, ja sooli puhdistetaan mikrosuodattamalla kayttaen
25-kertaista tilavuutta vettada suhteessa alkuperdiseen soo-
lin tilavuuteen. Polymeerikuoria ei voida todeta partikke-
leiden ympdrilla, ja kolloidinen stabiilius on aivan yhta
alhainen kuin "paallystamattomalla" siemensoolilla. Poly-
meroinnin toistaminen kayttden vett&d siemensoolin sijasta
ei tuota liukenematonta polymeeria: liuos pysyy kirkkaana.
Jos polymerointiprosessi kuitenkin suoritetaan lisadmalla
ei 10 ml vaan 80 ml ylla olevaa monomeeriliuosta tunnin
kuluessa, saadaan ilman siemensoolia lateksi, jonka par-
tikkelikoko on 152 nm. Kultapartikkeleiden lasndollessa
muodostuu kultapartikkeleiden ymparille polymeerikuori,
jonka paksuus on 27 nm. Kolloidinen stabiilius on myOs

selvasti suurempi kuin siemensoolilla.
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Esimerkki 5

Kultapartikkeleidenpﬁ&llystyspaallystysmonomeerin

liukoisuusrajan alapuolella

100 ml 0,032 paino-%:ista siemensoolia (katso val-
mistus esimerkistd 1) lammitetidan 70-°C:iseksi typpikuvun
alla. 5 ml liuosta, joka sis&altasa 0,1 g kaliumpersulfaat-
tia ja 0,1 g natriumbikarbonaattia, 1lis&at&an tipottain
tahdn sooliin. Taman jalkeen lisataasn 2,2 ml monomeeri-
liuosta, jonka koostumus on esitetty seuraavassa, peris-
talttisen pumpun avulla.

Monomeerin sydttdkoostumus:

5 g styreeni

1 g akryyliamidi

80 ml metanoli

Kun seosta on sekoitettu ja lammitetty 70 °C:ssa 24
tunnin ajan, reaktioastia jéahdytetddn huoneen lampoti-
laan. Kultasooli mikrosuodatetaan kdyttden 25-kertaista
tilavuutta vettd. Puhdistettu sooli kestaa 0,10 mol/l1 nat-
riumkloridia seisottuaan 24 tuntia. Toisen sukupolven po-
lymeeripartikkeleita ei ole muodostunut. Ndissa olosuh-
teissa styreenimonomeeri liukenee tdydellisesti reaktio-
seokseen.

Kun tdméd polymerointi suoritetaan ilman kultasoolia
kdayttden vettd sen tilalla, muodostuu kolloidinen, pysyva
lateksi, jonka partikkelikoko on 120 nm.

Jos kuitenkin kdytetaan korkeampaa sydttémonomeeri-
pitoisuutta lisdamalla 3,4 ml seuraavaa koostumusta:

10 g styreeni

2 g akryyliamidi

80 ml metanoli
syntyy uusi polymeeripartikkelisukupolvi. Tassi korkeam-
massa monomeeripitoisuudessa styreenimonomeeri ei enas
liukene seokseen. Lisiksi n&in kdsitellyt kultapartikkelit
kestavat suolaa huonosti ja puhdistuksen jalkeen sooli
hoyteloityy jo 0,04 mol/l NaCl:1lla, mikd on sama pitoisuus
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kuin lahtosoolille (siemensooli). Voidaan tehdd se johto-
padtos, ettei tdssa tapauksessa partikkeleiden p&allystys-
tda polymeerilla tapahdu. Pdinvastoin kuin kultapartikke-
lit, vasta muodostetut polymeeripartikkelit kestdvat suu-
rempia natriumkloridipitoisuuksia kuin 0,1 mol/l.

Esimerkki 6

Vertailuesimerkki, joka on analoginen US-patentti-

julkaisun 4 157 323 esimerkin 3 kanssa

1,8 g hydroksietyylimetakrylaattia, 0,3 g N-mety-
leenibisakryyliamidia, 0,6 g akryyliamidia ja 0,3 g metak-
ryylihappoa liuotetaan 90 ml:aan deionisoitua (Milli-Q)
vettd kaksoisseinamaisessa reaktioastiassa.

Liuos lammitetaan 70-C:iseksi, ja sitd sekoitetaan
kierrosnopeudella 200 kierrosta minuutissa. Sitten lisa-
tadn 0,1 g kaliumpersulfaattia ja 0,1 g natriumbikarbo-
naattia liuotettuna 10 ml:aan vetta.

Noin 3 - 5 minuutin kuluttua muodostuu suuria, val-
koisia hoytelditda. Tam& osoittaa ei-kolloidisen polymeerin
muodostumista.

Vertailuesimerkki, joka on analoginen US-patentti-

julkaisun 4 157 323 esimerkin 11 kanssa

0,64 g hydroksietyylimetakrylaattia, 0,70 g metyy-
limetakrylaattia, 0,64 g metakryylihappoa ja 0,224 g ety-
leeniglykolidimetakrylaattia liuotetaan 90 ml:aan deioni-
soitua (Milli-Q) vettd kaksoisseinaisessa reaktioastiassa.

Reaktioldmpotilaksi valitaan huoneen lampdtila.
0,08 g kaliumpersulfaattia ja 0,04 g natriumbisulfiittia
liuotettuna 10 ml:aan vetta lis&tdan seokseen.

15 minuutin kuluttua todetaan pysymaton lateksi

(hoyteloitynyt polymeeri).
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Patenttivaatimukset

1. Diagnostisiin testeihin tarkoitettu vesipitoinen
suspensio, joka sisaltas ei-polymeeriytimi&, joita ymparoi
funktionaalisia ryhmia sis&ltava, hydrofiilinen kopolymee-
ri, tunnettu siitid, etta ei-polymeeriytimet eivat
ole magneettisesti herkkia ja ovat kukin erikseen oman
kopolymeerikuorensa ymparsdimii.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen vesipitoinen sus-
pensio immunodiagnostisiin testeihin.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen vesipitoi-
nen suspensio, tunnettu siitd, etta ydin on me-
talli, metallioksidi tai metalliyhdiste, jolloin metalli
ei ole magneettisesti herkks, epdorgaaninen yhdiste, or-
gaaninen variaine, orgaaninen pigmentti tai synteettisen,
eldain-, kasvi- tai mineraalidljyemulsion pisara.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen vesipitoinen sus-
pensio, tunnettu siiti, etta ydin on kultasooli
tai variainesooli.

5. Menetelmad vesipitoisen suspension valmistamisek-
si diagnostisiin tai immunodiagnostisiin testeihin in situ
-kopolymeroimalla veteen liuotettu monomeeriseos ei-poly-
meefipartikkeleiden lasnd ollessa, jolloin monomeeriseos
sisdltaa seuraavantyyppisia monomeereja:

etyleenisesti tyydyttymidttoman monomeerin, Jjoka
hydrolysoimatta tai hydrolyysin jalkeen sisaltai ainakin
vyhden kovalenttisesti sitovan funktionaalisen ryhmén,

hydrofobisen monomeerin ja

liittadvan monomeerin, t unne t t u siita, etta
suspensio valmistetaan kdyttden lidhtdaineena magneettises-
ti epdherkkien ei-polymeeripartikkeleiden pysyvaa, kolloi-
dista dispersiota ja lisdt&dan tahan monomeeriseos, joka on
valittu siten, ettd muodostuvan kopolymeerin varaus on

identtinen alkuperdisen dispersion varauksen kanssa.
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6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelms&,
tunnettu siitd, ettd kaytetty hydrofobinen mono-
meeri on monomeeri, joka sisadltaa ryhmia, jotka voidaan
hydrolysoida hydrofiilisiksi ryhmiksi, ja ettd polymerocin-
nin jalkeen namd hydrolysoituvat ryhmé&t hydrolysoidaan.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmsa,
tunnettu siitd, ettd monomeeriseos sisdltaa:

2 - 98 paino-% glysidyylimetakrylaattia,

0 - 96 paino-% natriumvinyylisulfonaattia ja
2 - 40 paino-% N,N-metyleenibisakryyliamidia.

8. Diagnostisiin testeihin tarkoitettu reagenssi,
tunnettau siita, etta se sisdltdd magneettisesti
epadherkkia ei-polymeeriytimia, joita kutakin ymparéi hyd-
rofiilista kopolymeeria oleva oma kuori, jolloin kopoly-
meeri on varustettu reagoivalla aineella.

9. Immunokemiallinen reagenssi tunnettu
siita, ettad se sisaltaa magneettisesti epaherkkia ei-poly-
meeriytimia, joita kutakin ymp&roi hydrofiilista kopoly-
meeria oleva oma kuori, jolloin kopolymeeri on varustettu
immunockemiallisesti aktiivisella aineella.

10. Menetelmd spesifisesti sitoutuvan aineen totea-
miseksi testinesteestd, t unne t t u siitd, etta kay-
tetdan vahintdan yhtd patenttivaatimuksen 8 mukaista rea-
genssia, jolloin mainitulla spesifisesti sitoutuvalla ai-
neella on sitoutumisaffiniteettia reagenssissa olevaa rea-
goivaa ainetta kohtaan.

11. Menetelmd immunokemiallisesti aktiivisen kompo-
nentin toteamiseksi testinesteestd, t unnet tu sii-
td, etta kaytetddn vahintaan yhta patenttivaatimuksen 9
mukaista immunokemiallista reagenssia, jolloin mainitulla
immunokemiallisesti aktiivisella komponentilla on sitoutu-
misaffiniteettia immunokemiallisessa reagenssissa olevaa

immunokemiallisesti aktiivista ainetta kohtaan.
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12. Testipakkaus kdytettavaksi diagnostisessa tes-
tissd, tunnett u siitd, etti se Sisaltdd vahintaan
yhden patenttivaatimuksen 8 mukaisen reagenssin.

13. Testipakkaus kdytettaviaksi immunologisessa maa-
ritysmenetelmdssi, t u n n € L t u siitd, etts se sisal-
tda vahint&dan yhden patenttivaatimuksen 9 mukaisen immuno-

kemiallisen reagenssin.
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Patentkrav

1. Vattenhaltig suspension for diagnostiska test
innehallande icke-polymera kdrnor, som omsluts av en hyd-
rofil sampolymer som innehdller funktionella grupper,
k annetecknad av att de icke-polymera karnorna
inte ar magnetiskt kdnsliga och var och en av dem omsluts
av sitt eget sampolymerskal.

2. Vattenhaltig suspension enligt patentkrav 1 for
immunodiagnostiska test.

3. Vattenhaltig suspension enligt patentkrav 1 el-
ler 2, kannetecknad av att kdarnan ar av en
metall, en metalloxid eller en metallfdrening, varvid me-
tallen inte ar magnetiskt kanslig, en oorganisk forening,
ett organiskt fargamne, ett organiskt pigment eller en
droppe av en syntetisk, djur-, vaxt- eller mineraloljee-
mulsion.

4. Vattenhaltig suspension enligt patentkrav 3,
k annetecknad av att kdrnan ar en guldsol eller
en fargamnessol.

5. Férfarande for framstallning av en vattenhaltig
suspension for diagnostiska eller immunodiagnostiska test
genom in situ-sampolymerisering av en 1 vatten upplost
monomerblandning i narvaro av icke-polymera partiklar,
varvid monomerblandningen innehéaller monomerer av foljande
typer:

en etylent omattad monomer, som utan hydrolys eller
efter hydrolys inneh&ller atminstone en kovalent bindande
funktionell grupp.,

en hydrofob monomer och

en bindande monomer, k annetecknat av
att suspensionen framstdlls under anvandning av en stabil,
kolloid dispersion av icke-polymera partiklar, som inte ar
magnetiskt kansliga, som utgangsdmne och monomerblandnin-

gen tillsatts dari, varvid monomerblandningen &ar s& vald
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att den uppkommande sampolymerens laddning ar identisk med
den ursprungliga dispersionens laddning.

6. Forfarande enligt patentkrav 5, kdnne -
tecknat av att den anvanda hydrofoba monomeren ar
€n monomer som inneh&ller grupper som kan hydrolyseras
till hydrofila grupper, och att dessa hydrolyserbara grup-
per hydrolyseras efter polymeriseringen.

7. Foérfarande enligt patentkrav 6, kd&dnne -
tecknat av att monomerblandningen inneh&ller:

2 - 98 vikt-% glycidylmetakrylat,

0 - 96 vikts natriumvinylsulfonat och

2 - 40 vikt-% N,N-metylenbisakrylamid.

8. Reagens for diagnostiska test,
kdnnetecknad av att den innehdller magnetiskt
okdnsliga icke-polymera kdrnor, vilka vardera omsluts av
ett eget skal av en hydrofil sampolymer, varvid sampolyme-
ren dr forsedd med ett reagerande &amne.

9. Immunokemisk reagens, kdnnetecknad
av att den innehaller magnetiskt okédnsliga icke-polymera
kdrnor, vilka vardera omsluts av ett eget skal av en hyd-
rofil sampolymer, varvid sampolymeren &r forsedd med ett
immunokemiskt aktivt &mne.

10. Forfarande fér detektering av ett specifikt sig
bindande &amne i en testvatska, kd&nnetecknat
av att atminstone en reagens enligt patentkrav 8 anvdnds,
varvid namnda specifikt sig bindande &mne har bindnings-
affinitet foér det reagerande dmnet i reagensen.

11. Foérfarande fér detektering av en immunokemiskt
aktiv komponent i en testvdtska, k& nneteckn a t
av att atminstone en immunokemisk reagens enligt patent-
krav 9 anviands, varvid namnda immunokemiskt aktiva kom-
ponent har bindningsaffinitet f&r det immunokemiskt aktiva

amnet 1 reagensen.
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12. Testfdrpackning fér anvandning vid ett diagnos-
tiskt test, kannetecknad av att den innehal-
ler atminstone en reagens enligt patentkrav 8.

13. Testforpackning foér anvandning vid ett immuno-
logiskt bestamningsfoérfarande, kdnnetecknad
av att den innehdller &tminstone en immunockemisk reagens

enligt patentkrav 9.
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