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Keksint® koskee kultasoolia, joka on p&sgl-
lystetty alkaanitioleilla ja alkaanitioli-
johdannaisilla sellaisten ryhmien muodos-
tamiseksi soolin pinnalle, jotka ovat k&y-
tettdvissd sitoutuvien komponenttien, ku-
ten vasta-aineiden, antigeenien tai ligan-
dien, 1liittdmiseen kultasooliin. Kulta-
sooliin lisdksi sidottujen di- ja tritio-
liyhdisteiden kayttd helpottaa myds vasta-
aineiden, antigeenien tai 1ligandien ad-
sorptiota sooliin. Keksintd koskee myds
padllystysmenetelmdd ja testipakkauksia,
jotka sisdltavét pssllystettyjd sooleja.

Uppfinningen avser en guldsol, vilken &r
tverdragen med alkanetiocler och alkane-
tiolderivat for bildande av sddana grupper
pd solytan, vilka &r anvindbara f&r kop-
plande av bindande komponenter, sasom an-
tikroppar, antigener eller ligander till
gludsolen. Di- och tri-tiolféreningar,
vilka &r bundna till guldsolen férenklar
dven adsorptionen av antikroppar, anti-
gener eller ligander till solen. Uppfin-
ningen avser &ven ett overdragningsforfar-
ande och testfdrpackningar, vilka innehdl-

ler overdragna soler.
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Kultasoolimikrohiukkasia, menetelmid niiden valmistamiseksi

ja kdyttamiseksi ja niitéd sisdltdvia diagnosointipakkauksia

Taméd keksintd koskee kultasoolia, joka on paallys-
tetty alkaanitioleilla ja alkaanitiolijohdannaisilla sel-
laisten ryhmien muodostamiseksi soolin pinnalle, jotka ovat
kaytettavissa sitoutuvien komponenttien, kuten vasta-ainei-
den, antigeenien tai ligandien, sitomiseen tai kytkemiseen
kultasooliin. Lisaksi kultasooliin sidottujen di- ja tri-
tioliyhdisteiden kayttd helpottaa naiden sitoutuvien kom-
ponenttien passiivista adsorptiota. Tama keksintd koskee
myds kultasoolia, joka on paallystetty tioloiduilla sitou-
tuvilla komponenteilla antigeenit, vasta-aineet ja .kanta-
jamolekyylit mukaan luettuina, jotka voidaan liitta& yhteen
relevanttien ligandien kanssa. Keksinndén piiriin kuuluu
myds menetelm@ kultasoolien paallystamiseksi sellaisilla
tioliyhdisteilla, menetelmat sitoutuvan komponentin liitt&-
miseksi kultasoolimikrohiukkasiin sekd testipakkaukset,
jotka sisaltavat sellaisia paallystettyjé kultasooleja.

Testausmenetelmia erilaisten sairauksien diagnosoi-
miseksi ovat koko ajan paranemassa. Immunologiset menetel-
mat kuuluvat nykyisin herkimpiin menetelmiin antigeenien ja
vasta-aineiden lasndolon toteamiseksi naytteista. Nama maa-
ritykset ovat immuunidiagnostiikan alan ammattimiehille
tuttuja. Immunologinen maaritys koostuu yleensa testista,
jossa kaytetaan monoklonaalista tai polyklonaalista vasta-
ainetta naytteesséa esiintyvan antigeenin sitomiseen ja toi-
nen vasta-aine, joka sisaltdd merkkiainetta, kuten fluo-
resoivaa yhdistetta tai entsyymia, reagoi immuunikemialli-
sesti antigeeni-vasta-ainekompleksin kanssa. Tuloksena ole-
va vasta-aine-antigeeni-vasta-ainekompleksi detektoidaan.
Muunnelmat tasta perustestistd ovat yleisid, esimerkkeina
vain vyvhden reaktiivisen vasta-aineen kayttd testissa,
kompetitiiviseen inhibitioon  perustuva menetelma ja

hiukkasten kayttd merkkiaineina, jotka mahdollistavat agg-
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lutinaatioreaktion tulkitsemisen. Yksi muunnos on vield
sellaisella antigeenilla tai vasta-aineella pddllystetty-
jen mikrohiukkasten kdyttd, joka muodostettuaan kompleksin
analysoitavan aineen ja toisen, sopivalla tavalla leimatun
sitoutumiskumppanin kanssa antaa positiivisen reaktion.

Mikroskooppisia kultasoolihiukkasia k#dytetddn maa-
ritysmenetelmésss, joka tunnetaan soolihiukkasimuunim&&ri-
tyksend (SPIA). T4ss8 middrityksessd sopivalla sitoutumis-
kumppanilla, joko vasta-aineella tai antigeenilla, p&&l-
lystetty4 kultasoolia sisdltévd liuos pannaan reagoimaan
niytteen kanssa sen sitomiseksi sitoutumiskumppaniin. Tds-
s4 prosessissa muodostuu komplekseja, jotka voidaan detek-
toida, tavallisesti virinmuutoksensa perusteella.

P44llystémdttdmét kultasoolihiukkaset ja muut kol-
loidit agglomeroituvat joutuessaan alttiiksi pienille suo-
lapitoisuuksille ja saostuvat nopeasti liuoksesta. Siksi
kultasoolin p##llystémisells sopivalla sitoutumiskumppa-
nilla on kaksi tarkoitusta. Ensimm8inen on saada aikaan
asianmukainen immunologinen sitomisaktiivisuus ja toinen
on suojata agglomeroitumiselta, joka pakostakin tapahtuisi
immunologisten reaktioiden optimointiin tarkoitetuissa
puskureissa. Koska kaikki proteenit tai polymeerit eivét
suojaa kultasoolia tdydellisesti suolan aiheuttamalta agg-
lomeraatiolta, toteutetaan tavallisesti uusi p&dllystys-
vaihe sellaisella proteenilla tai polymeerilla, jonka tie-
detdsn kykenevin suojaamaan kultasoolin tdydellisesti suo-
lan aiheuttamalta agglomeroitumiselta. Sellainen uudel-
leenpidillystysvaihe on tunnettu kaytantd vasta-aineiden ja
antigeenien adsorboinnissa muovisubstraatteihin, ja sen on
osoitettu parantavan p##llystetyn materiaalin stabiili-
suutta.

Uudelleenpiillystys vdhentds myds kultasoolin epa-
spesifistd vuorovaikutusta ndytteen aineosien kanssa. T&ma
epidspesifinen vuorovaikutus on huomattava ongelma silloin,
kun diagnostisissa médrityksissd kdytetddn vasta-aineella



10

15

20

25

30

35

3 102417

pddllystettyjad lateksihiukkasia, ja todenndkdisesti monis-
sa, ellei perdti kaikissa, immuunimddrityksissd - niiden
muodosta riippumatta - havaittavan epdspesifisen seerumi-
hdirinnén ilmenemismuoto. Joissakin tapauksissa on sallit-
tua vaihtaa uudelleenpddllystysproteiini tai -polymeeri
hdirinnédn minimoimiseksi mddrdtyissd systeemeisséd. Voidaan
kdyttdd soolin vdliaineeseen lisdttdvis lisdaineita, kuten
guanidiinihydrokloridia tai ureaa. Silloin t&lldin "ep&-
spesifinen” hdirintd voidaan paikallistaa seerumin hetero-
fiilinen aktiivisuudesta aiheutuvaksi ja poistaa lis&&m&l-
18 eldimen kokoseerumia.

Vakava puute toivotun sitoutumiskumppanin passiivi-
sessa adsorptiossa kultakolloidiin on ollut se, etti sel-
lainen suora p8dllystys usein tulokseton. Kolloideihin ta-
pahtuvan polymeerien passiivisen adsorption fysikokemial-
liset mekanismit tunnetaan yleensdkin huonosti. Vasta-ai-
neiden adsorptiosta kultasooliin saattaa olla tuloksena
pddllystetty sooli, joka on suojattu huonosti suolan ai-
heuttamalta agglomeraatiolta ja jota ei voida suojata 1li-
sdd uudella pd&llystykselld. Tuloksena voi olla myds paidl-
lystetty sooli, jonka immunologinen aktiivisuus on heikko,
otaksuttavasti adsorboituneen vasta-aineen v#idrdn orien-
toitumisen vuoksi, tai itse soolin agglomeroituminen vas-
ta-aineen aiheuttamana. Lis#ksi haluttu vasta-aine ei ehki
vksinkertaisesti sitoudu sooliin. Lopputuloksena n#ist3
ongelmista on, ettd8 harvoja muissa diagnosointimuodoissa
kdyttokelpoisia biologisia reagensseja voidaan kd&yttas
diagnostiikkalaatua olevien kultakolloidireagenssien val-
mistuksessa.

Alalla tarvitaan menetelmd sitoutumiskumppaneiden,
proteiinien, hiilihydraattien tai 1ligandien sitomiseksi
kultasooliin niin, ett& voidaan v&altt&i passiivisen ad-
sorption ominaispiirteisiin 1liittyvdt epdvarmuudet tai
vdlttémdttdmyys valmistaa sitoutumiskumppanin ja "hyvéni
pddllysteend"” toimivan kantajan vdlinen konjugaatti pas-
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siivista adsorptiota varten. Sellainen sooli olisi varsin-
kin huomattavasti kayttdkelpoisempi, jos se vastustaisi
suolan aiheuttamaa agglomeroitumista jo ilman paallystetyn
sitoutumiskumppanin l&sndoloa. Kyky muuntaa soolin fysi-
kokemiallisia pintaominaisuuksia tekisi samalla mahdolli-
seksi minimoida joskus epamédaraiset nayte-soolivuorovaiku-
tukset, jotka ovat vastuussa epaspesifisestd h&irinnasta
immuunikemiallisissa diagnostisissa maarityksissa ja taus-
taongelmista immunosytokemiallisissa ma&rityksissa.

Kaivataan my®s mahdollisuutta helpottaa biologisten
polymeerien passiivista adsorptiota kultasooleihin. Vasta-
aineiden ja polymeerien tiolointi pystyy parantamaan nii-
den kyky& sitoutua kultasooleihin, kuten kasvanut resis-
tenssi suolan aiheuttamaa agglomeraatiota kohtaan osoit-
taa. Sellainen kyky saattaa osoittautua hyédylliseksi vas-
ta-aineille, jotka sitoutuvat hyvin kultasooliin mutta me-
nettavat niin tehdessdan huomattavasti aktiivisuuttaan,
samoin vasta-aineille, jotka eivat yksinkertaisesti sitou-
du kultasooliin muuntamattomassa tilassa. Vaihtoehtoinen
menetelmd soolin pinnan fysikokemiallisten ominaisuuksien
muuttamiseksi, jotta vasta-aineen sitoutuminen helpottuu,
on soolin pa&llystdminen di- tai tritioliyhdisteilla. Sel-
lainen valipaallystys voi muuttaa merkitté&vésti vasta-ai-
neiden passiivisia adsorptio-ominaisuuksia.

Tama keksintd tarjoaa menetelman kultasoolin mikro-
hiukkasten paallystamiseksi alkaanitioleilla, alkaanitio-
lijohdannaisilla tai di- tai tritioliyhdisteilla. Menetel -
malle on tunnusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa 14
esitetaan. Alkaanitioleilla tai niiden johdannaisilla
paallystetyt kultasoolit ovat resistentteja suolan aiheut-
tamalle agglomeraatiolle ja sisaltavat polymeerin tai 1i-
gandin sitomiseen kovalenttisesti soveltuvia kemiallisia
ryhmid. Saavutetaan maaratty hydrofobisuus-hydrofiilisyys-
tasapaino ja soolin epaspesifiset vuorovaikutukset prote-

iinien kanssa saadaan yleensd minimoiduiksi. Varsinkin
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kaukana n-alkaanitioliryhmastd sijaitsevat kemialliset
ryhmat, kuten metyyli-, hydroksyyli-, karboksyyli-, ami-
no-, sulfhydryyli- tai karbonyyliryhmé&t, ovat alttiina
livottimelle ja toimivat kovalenttisen sitoutumisen tapah-
tumapaikkoina ja voivat olla kohtia, joissa vallitsee hyd-
rofobisuus-hydrofiilisyystasapaino.

Kultasoolin paallystys di- ja tritioliyhdisteills,
joilla on pieni moolimassa, ei suojaa soolia suolan ai-
heuttamalta agglomeraatiolta mutta muuttaa p&allystetyn
soolin pinnan fysikokemiallista luonnetta ja helpottaa
vasta-ainemolekyylien passiivista adsorptiota.

Taman keksinndén piiriin kuuluu myds p&allystetyn
kultasoolin mikrohiukkaset, joille on tunnusomaista se,
mita patenttivaatimuksessa 1 esitet&in. Keksint® koskee
mybs paallystettyja kultasoolihiukkasia, jotka ovat lisak-
si sitoutuneet sitoutuviin komponentteihin, kuten vasta-
aineisiin tai antigeeneihin, seka diagnostisia pakkauksia,
jotka sisaltavat mainittuja kultasoolihiukkasia.

Lisdksi keksintd koskee vield paallystettyja kulta-
sooleja, Jjoihin sitoutuvat komponentit ovat 1liittyneet
adsorptiolla, ja edelleen kuvataan padllyst&miaténtd kul-
tasoclia, jossa adsorptiota on helpotettu tioloimalla si-
toutuva komponentti.

Keksintd koskee myds menetelmid sitoutuvan kom-
ponentin liittamiseksi kultasoolimikrohiukkasiin, joille
menetelmille on tunnusomaista se, mitad patenttivaatimuk-
sissa 17 - 21 esitetaan. Lisdksi keksinté koskee mikro-
hiukkasia ja puskuriliuosta sisaltavaa diagnosointipak-
kausta kaytettavaksi immuunimiddrityksissa.

Kuvio 1 havainnollistaa sita suhteellista resis-
tenssid suolan aiheuttamaa kultasoolin agglomeraatiota
vastaan, joka saadaan aikaan paallystamallé kultasooli
anti-gplé0-vasta-aineella (GC-143), erilaisilla pitoisuuk-

silla ja pH-arvoilla.
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Kuvio 2 havainnollistaa sitd suhteellista resis-
tenssia suolan aiheuttamaa kultasoolin agglomeraatiota
vastaan, joka saadaan aikaan paallystamalla TTC:114 paal-
lystetty kultasooli anti-gplé0-vasta-aineella (GC-143),
erilaisilla pitoisuuksilla ja pH-arvoilla.

Kuvio 3 havainnollistaa GC-143:n kykyad aiheuttaa
kultasoolin spontaani agglomeraatio lisatyn suolan puuttu-
essa, erilaisilla pitoisuuksilla ja pH-arvoilla.

Kuvio 4 havainnollistaa GC-143:n kykya aiheuttaa
TTC:11a paallystetyn kultasoolin spontaani agglomeraatio
lisdtyn suolan puuttuessa, erilaisilla pitoisuuksilla ja
pH-arvoilla.

Kuvio 5 esittaa kultasooliin adsorboituneen GC-
143:n immunologista aktiivisuutta ja spesifisyytta SPIA-
madrityksessa.

Kuvio 6 esittaa TTC:11la paadllystettyyn kultasooliin
adsorboituneen GC-143:n immunologista aktiivisuutta ja
spesifisyytta SPIA-maarityksessa.

Kuvio 7 havainnollistaa kultasooliin adsorboitu-
neen, derivatisoimattoman, monoklonaalisen anti-HIV p24-
vasta-aineen kykya suojata soolia suolan aiheuttamalta
agglomeraatiolta.

Kuvio 8 havainnollistaa kultasooliin adsorboitu-
neen, tioloidun, monoklonaalisen anti-HIV p24-vasta-aineen
kykyad suojata sooclia suoclan aiheuttamalta agglomeraatiol-
ta.

Taman keksinndén perustana on menetelmd kultasoolis-
ta koostuvien mikrohiukkasten paallystamiseksi kemiallis-
ten kytkentaryhmien muodostamiseksi helpottamaan muiden
ryhmien edelleen liittamista. Keksinndn mukaiset mikro-
hiukkaset maaritellaan yleisesti kolloidiseksi kultasoo-
liksi, joka vaihtelee kooltaan noin 20 nm:std 200 nm:iin
tai ylikin. Mikrohiukkasten edullinen koko on noin 60 -
80 nm. Edullisin koko on noin 65 - 75 nm. Jotkut kaytetta-

vista paallystyskemikaaleista, kuten alkaanitiolit ja nii-
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den johdannaiset sekad niiden seokset, myds suojaavat kul-
tasooleja suolan aiheuttamalta agglomeraatiolta ja voivat
synnyttéda soolin pinnalle madratyn hydrofobisuus-hydrofii-
lisyystasapainon, niin etta pinnan epaspesifiset vuorovai-
kutukset ulkoisten proteiinien kanssa minimoituvat.

Kultasoolia valmistetaan kloorikulta (III)hapon hyd-
roksyyliamiinivalitteiselld pelkistyksella vedessa kulta-
siemenhiukkasten pinnalle. Tata menetelmdd on kuvattu kir-
jallisuudessa (J. Turkevich et al., Discussions of the
Faraday Society 1951, nro 11, 55 - 74). Yleensa kloorikul-
ta(III)happotrihydraatti, joka on liuotettu veteen, lisa-
tdadn deionisoituun veteen, johon lisataan sitten hydrok-
syyliamiinihydrokloridia. Lisataan kultasiemenhiukkaset ja
sekoitetaan seosta. Lisataan pieni miara asetonia ja se-
koitetaan seosta. Lisataan K,CO;:a, kunnes pH saavuttaa
arvon 7,0. Kultasooli saavuttaa lapimitaltaan noin 20 -
150 nm:n koon lisatysta kultahiukkasméarasta ja kaytetta-
vasta kloorikulta(II)happomdarasta riippuen ja on nyt val-
mis paadllystettavaksi alkaanitioleilla tai alkaanitioli-
johdannaisilla.

Alkaanitiolit, niiden johdannaiset seka di- ja tri-
tioliyhdisteet ovat edullisia yhdisteitéd kaytettaviksi
kultasoolihiukkasten paallystamiseen ja kemiallisten ryh-
mien tai kytkentadryhmien aikaansaamiseen polymeerien tai
ligandien sitomiseksi kovalenttisesti kultasooliin tai
hydrofobisuus-hydrofiilisyystasapainon muuttamiseksi. Vie-
14 edullisempia ovat n-alkaanitiolit ja edullisimpia al-
kaanitiolit, joiden kaava on CH,(CH,),SH, jossa non 9 - 23.
Alkaanitiolien johdannaiset vastaavat yleensa kaavaa
RCH, (CH,) ,SH, jossa R on OH, COOH, CHO, SH tai NH, ja n on
9 - 23. Di- ja tritioliyhdisteet ovat yleensa& yhdisteits,
joilla on pieni moolimassa. Jotkut niistd tunnetaan ras-
kasmetallien kanssa kelaatteja muodostavina aineina. Kaksi
esimerkki& niistd ovat 2,3-dimerkaptomeripihkahappo ja

tritiosyanuurihappo.
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Soolin paallystamiseksi n-alkaanitiolilla valmiste-
taan tuore alkoholiliuos, edullisesti metanoliliuos, joka
sisaltdi 0,10 mol alkaanitiolia/litra ja 1 % Tween® 20:té
(yhtidn ICI America rekisterdity tavaramerkki, polyoksi-
etyleenisorbitaanimonolauraattia). Noin 1 ml tata liuosta
lisAtA&n noin 100 ml:aan valmistettua kultasoolia ja seos-
ta sekoitetaan. Tulokseksi saatavan seoksen annetaan las-
keutua huoneenlampdtilassa noin 2 tuntia. Pienemmilld pi-
toisuuksilla paallystysyhdistetta saadaan kultasooli paal-
lystetyksi tehokkaasti, mutta edullisin paallystysaika
taytyy léytaa kussakin tapauksessa kokeellisesti.

Sooliseos pestiin noin 1 mM 3-(N-morfolinyyli)-2-
hydroksipropaanisulfonihappopuskurilla (MOPSO, pH 7) sent-
rifugoimalla kiihtyvyydelld 2 000 G noin 15 minuutin ajan
huoneen lampdtilassa, ja sitd voidaan sailyttda 4 °C:ssa
kayttddn saakka.

Edelld oleva kuvaus on esimerkki kultasoolin paal-
lystamisestd n-alkaanitioliyhdisteell&. Tata paallystysme-
nettelyad muunnetaan n-alkaanitiolien ja n-alkaanitiolijoh-
dannaisten seosten liittamiseksi, jotka sisaltavat ligan-
dien tai polymeeristen yhdisteiden kemialliseen konjugoin-
tiin soveltuvia kytkent&ryhmia. Esimerkiksi hydroksi-n-
alkaanitiolin sisallytt&minen paallystysseokseen 1lisaa
soolin pinnan hydrofiilisyyttd ja v&hentad soolin epaspe-
sifista vuorovaikutusta seerumiproteiinien kanssa. Karbok-
si-n-alkaanitiolin sisallyttaminen 10 %:n osuutena tioli-
vhdisteiden kokonmaismaaréstd riittaa tuottamaan tuloksek-
si soolin, jolla on haluttu konjugaatioryhmien tiheys.
Niissa seoksissa esiintyvien n-alkaanitiolien hiiliketjun
pituus voi olla 2 - 4 hiiliatomia pienempi kuin n-alkaani-
tiolijohdannaisten hiiliketjun pituus konjugaatioryhmien
saattamiseksi paremmin esille, jotta makromolekyylien rea-
gointiin soolin pinnan kanssa liittyva steerinen este pie-

nenee.



10

15

20

25

30

35

5 102417

Paallystysliuos, joka sisaltaa n-alkaanitiolia, n-
alkaanitiolijohdannaista tai niiden seosta, valmistetaan
yleensad alkoholiin, edullisesti metanoliin, joka sisaltaa
1 % Tween® 20:td. Kaikkien tiocliyhdisteiden yhteen laskettu
pitoisuus ei ole yleensd suurempi kuin 0,10 mol/l. Joissa-
kin tapauksissa edullisin pH pdallystyksessa kaytettaville
tioliyhdisteille ei ole 7. Esimerkiksi tritiosyanuuriha-
polla padllystettyjen soolien tapauksessa soolin pPH saade-
taan arvoon 6 ennen tioliyhdisteen lisdystd parhaan mah-
dollisen resistenssin suolan aiheuttamaa agglomeraatiota
vastaan saavuttamiseksi asianomaisella tioliyhdisteseok-
sella.

Soolien annetaan yleensd kehitt3i itselleen paal-
lystettd tioseoksen l&snd ollessa 2 tunnin ajan, mutta
edullisin inkubointiaika kussakin tapauksessa madritet&aan
kokeellisesti. Se toteutetaan testaamalla soolien resis-
tenssi suolan aiheuttamaa agglomeraatiota vastaan pituu-
deltaan vaihtelevien inkubointijaksojen jalkeen spektrofo-
tometristd madritystd kdyttden. Kultasooleilla on karakte-
ristinen violetti vari, joka on &arimmiisen herkka sooli-
hiukkasten lapimitan muutokselle. Jos tapahtuu soolihiuk-
kasten agglomeroitumista, soolin tehollinen "koko" kasvaa
voimakkaasti ja karakteristinen absorptiohuippu siirtyy
allonpituudelta 540 nm, joka on violetti, suuremmille aal-
lonpituuksille ja soolin muuttuu vArilt&Aan siniseksi tai
varittoémaksi.

Kaytanndéssd 1 ml:n erd soolia laitetaan lasiput-
keen. Soolierdan lisatadadn sekoittaen 100 ul 10-%:ista
NaCl:a. Seoksen annetaan laskeutua ymparistdn lampdtilassa
10 minuuttia ja sen absorbanssia aallonpituudella 540 nm
verrataan samanlaiseen soolierdan, johon on lisatty 100 pul
vetta. Koe-erdn, joka s&ilyttdd vahintaan 90 % vertailu-
eran absorbanssista, katsotaan olevan resistenssi suolan
aiheuttamalle agglomeraatiolle.

Testatut yhdisteet on esitetty alla olevassa taulu-
kossa 1.



10

15

20

25

30

35

10

Taulukko 1

Yhdiste (et)
n-heksadekaanitioli
n-dodekaanitioli
n-heksadekaani
1-heksadekaanihappo
12-merkapto-1-dodekaanihappo
11-merkapto-1-undekanoli
2,3-dimerkapto-meripihkahappo
2,5-dimerkapto-1,3,4-tiadiatsoli
3-amino-5-merkapto-1,2,4-triatsoli
tritiosyanuurihappo
n-dodekaanitioli ja
12-merkaptododekaanihapon seos

(1:1)3

(4:2)

(9:1)

102417

Suhteellinen
suojausaste

suolan

ai-

heuttamaa
agglomeraa-
tiota* vastaan

97
93
25
26
46

1

41
94

%
%
%
%
%

%2

<30 %
<30 %

74
76
90

n-dekaanitiolin, II-merkapto-l-undekanolin ja

12-merkaptododekaanihapon seos
(8:1:1)
(6:3:1)

-

100
83

[

A

%
%

Ilmaistuna prosentuaalisena optisena tiheytena

aallonpituudella 540 nm suhteessa vertailusoolierdan, jo-

hon ei ollut lisatty suolaa.

! Sooli agglomeroitui spontaanisti paédllystysyhdis-

teen lasnd ollessa.

2 yaikka sooli oli suojattu suolan aiheuttamalta

agglomeraatiolta, sentrifugoimalla talteen kerdamisen jal-

keen sooli ei en&3 ollut suolasuojattu.

3 Kaytettyjen yhdisteiden moolisuhteet paallystys-

seoksissa.
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Tehokkaimmiksi yhdisteiksi kultasoolin p&&8llystyk-
sessd ja suojaamisessa suolan aiheuttamalta agglomeraa-
tiolta havaittiin n-alkaanitiolit. n-alkaanitiolijohdan-
naiset, kuten 1l2-merkapto-l-dodekaanihappo, olivat yksi-
nd38n tehottomia resistenssin aikaansaannissa suolan ai-
heuttamaa agglomeraatiota vastaan, mutta soolien pddllys-
tys n-alkaanitioleilla ja niiden johdannaisilla antoi t&y-
dellisen suojan suolan aiheuttamaa agglomeraatiota vastaan
ja mybtdvaikutti muihin edellsd kdsiteltyihin ominaisuuk-
siin.

Paddllystetty kultasooli, joka sisdltdd kemiallises-
ti konjugoitavissa olevia ryhmi&d, sidotaan sitten sitoutu-
viin komponentteihin, kuten proteiineihin, hiilihydraat-
teihin, vasta-aineisiin, antigeeneihin, polymeereihin,
monomeereihin tai ligandeihin, soveltamalla karbodi-imidi-
kemiaa tunnetuin menetelmin. Sitoutuviin ryhmiin kuuluvat
kaikki sellaiset ryhmdt, jotka kykenevdt adsorboitumaan
tai sitoutumaan kovalenttisesti p&dllystettyyn sooliin.
Joissakin tapauksessa karbodi-imidikemiaa k&ytetddn yhdis-
tdvén molekyylin, kuten 6-aminokapronihapon, liitt&miseen
sooliin ennen sitoutumiskumppanin ep#dsuoraa liittémistd,
jotta vdhennetddn steerisiid esteitd sitoutumiskumppanissa
ja helpotetaan sen tunnistamista komplementaarisen sitou-
tumiskumppanin toimesta ja erottamista siitd. Sitoutumis-
kumppanin tai yhdist&vén molekyylin liittdmiseksi p&&dllys-
tettyyn sooliin viimeksi mainittua inkuboidaan 2 tuntia
ympdristdn ldmpdtilassa liitettdvén aineen, 1l-etyyli-3-
(3-dimetyyliaminopropyyli )karbodi-imidihydrokloridin(EDC)
ja N-hydroksisulfosukkiini-imidin (SNHS) 1l&snd ollessa
10 - 25 mM puskurissa pH:ssa 7,0. Joissakin tapauksissa
lijittdmisreaktion aikana lis&dtd&n EDC-erid toinen toisensa
jdlkeen vesivdliaineessa tapahtuvan tdmdn yhdisteen hydro-
lysoitumisen kompensoimiseksi.

Sopivan liittdmismenetelmdn valinnan madrddvat
pddllystetyssd soolissa esiintyvd kemiallinen ryhmd sekd
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kulloiseenkin yhdist#v#in molekyyliin liitett&v&n kompo-
nentin tyyppi. Esimerkiksi sooliin sitoutuneiden alkaani-
tiolijohdannaisten tai liitettyjen yhdistdvien molekyylien
aminoryhmiét voitaisiin yhdist&3d polymeereihin homo- tai
heterobifunktionaalisiaN-hydroksisukkiini-imidiesterisil-
loitusaineita k#ytt#en. Vastaavasti sooliin sitoutuneiden
alkaanitiolijohdannaisten tai yhdistdvien molekyylien
sulfhydryyliryhmdt voitaisiin yhdistdd polymeereihin homo-
tai heterobifunktionaalisia maleimidisilloitusaineita
kdyttden. Mahdollisten liittémismenettelyjen valikoima on
hyvin samanlainen - ellei identtinen - kuin diagnostisten
immuunikonjugaattien valmistuksessa nykyisin kdytettdvien
kemiallisten menettelyjen valikoima. Asianmukaisen sitou-
tumiskumppanin liitt#miseen sooliin tarvitaan klassisia
silloitusreagensseja, jotka soveltuvat yhteen soolissa
esiintyvien ryhmien kanssa, alkaanitiolijohdannaisia tai
kemiallisia silloitusaineita.

Immuunimiddritykset, joissa kdytet&#n soolihiukkas-
immuunimddritysmenetelmdd (SPIA), tehddén US-patenttijul-
kaisussa 4 313 734 (J. leuvering) kuvatulla tavalla. Lyhy-
esti Kkuvattuna sitoutuvalla komponentilla p#dllystettya
kultasoolia inkuboidaan vastakkaista sitoutumiskumppania
sisiltdvén testindytteen ollessa ladsnd. Jos ndytteessa on
mukana vastakkaista sitoutumiskumppania, seurauksena on
pisllystetyn soolin silloittuminen ja yksittdisten kulta-
soolihiukkasten absorbanssi absorptiomaksimin kohdalla
pienenee jyrk#sti. Polymeeristen yhdisteiden adsorptiota
kultasooleihin voidaan helpottaa tioloimalla sitoutumis-
kumppani.

Sekd polyklonaalisia ettd monoklonaalisia vasta-
aineita tioloitiin reaktiolla N-sukkiini-imidyyli-S-ase-
tyylitioasetaatin (SATA) kanssa. Tulokseksi olleista suo-
jatuista sulfhydryyliryhmistd poistettiin suojaus antamal-
la proteiinien reagoida hydroksyyliamiinihydrokloridin
kanssa. T&m3 on tunnettu kemiallinen menettelytapa sulf-
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hydryyliryhmien muodostamiseksi proteiiniin. Tioloidut
proteiinit adsorboitiin sitten kultasooleihin pH:issa 6,
7, 8 ja 9 proteiinipitoisuuksien vaihdellessa 5 pg:sta/ml
100 pg:aan/ml. Resistenssiaste suolan aiheuttamaae agglo-
meraatiota vastaan mi3ritettiin edelld kuvatulla tavalla.
Vasta-aineiden tiolointi t&l1l4 menetelm&lld paransi huo-
mattavasti niiden kyky4 suojata kultasoolia suolan ai-
heuttamalta agglomeraatiolta suhteessa tioloimattomiin
vasta-aineisiin, kuten kuvioista 7 ja 8 ilmenee ja kuten
esimerkissd 12 on esitetty.

Vaihtoehtoinen menetelm# vasta-aineiden adsorption
kultasooliin helpottamiseksi on vdlipddllysteen sisdllyt-
t&minen kultasoolin ja sitoutumiskumppanin v&liin soolin
pinnan fysikokemiallisten ominaisuuksien muuttamiseksi
niin, ettd vasta-aineiden adsorptio kasvaa. Kyseiseen tar-
koitukseen k#ytetddn di- ja tritioleja. Yksi esimerkki
sellaisesta yhdisteestd on tritiosyanuurihappo (TTC). Kul-
tasooli p#3llystettiin TTC:118 samanlaisella menetelmdlla
kuin se, jota kuvattiin edelld n-alkaanitioliyhdisteiden
yhteydesssd, mutta kayttden erilaisia TTC:n ja Tween® 20:n
pitoisuuksia. N&m3 pitoisuudet mé&ritettiin kokeellisesti.
Vasta-aineen kyky suojata pestyd soolia suolan aiheutta-
malta agglomeraatiota méddritettiin sen jdlkeen, kun vasta-
ainetta ja p##llystettyd soolia oli inkuboitu edellisessa
kappaleessa mainittuja erilaisia pH-arvoja ja proteiinipi-
toisuuksia kdyttden.

T&mén keksinn®dn mukaiset pd#dllystetyt mikrohiukka-
set voidaan sitoa kovalenttisesti antigeeneihin tai vasta-
aineisiin ja myyd# testipakkauksissa immuunidiagnostiikas-
sa kiytettdviksi. Antigeeni tai vasta-aine on detektoita-
van vastakkaisen sitoutumiskumppanin suhteen spesifinen,
ja pakkauksen muita komponentteja voivat olla laimennusai-
neet, puskurit, leimausreagenssit ja laboratoriovdlineet,
jotka ovat my®s kulloinkin suoritettavalle testille spesi-
fisid.
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Seuraavat esimerkit esitet&#n keksinnbn selittdmi-
seksi yksityiskohtaisemmin mutta el rajoittamiseksi. Muun-
nelmat keksinndstd ovat ammattimiehille itsestdsn selvis
ja ne katsotaan myds osaksi tata keksintdad.

Esimerkki 1

Kultasoolin valmistus

Lopullisen kultasoolin valmistuksessa kdytettdvan
siemensoolin valmistamiseksi 1lis#ttiin 10 ml 1-%:ista
HAuCl,-3H,0:a 900 ml:aan vettd ja ne sekoitettiin hyvin.
Seokseen lis#ttiin 10 ml 1-%:ista natriumsitraattia ja
seos sekoitettiin hyvin. Voimakkaasti sekoittaen lisdttiin
10 ml 0,075-%:ista natriumboorihydridié (valmistettu liu-
ottamalla natriumboorihydridi natriumsitraattiliuokseen)
ja seos sekoitettiin hyvin. Seos suodatettiin huokoskool-
taan 0,022 pm olevan suodattimen 1l&pi ja varastoitiin
4 °C:n limpsdtilaan. Soolia pit#isi kypsyttaa vahintasn 24
tuntia ennen kdyttda.

Lopullisen soolin valmistamiseksi 8 ml 2-%:ista
HAuCl,-3H,0:a (vedessd) lisdttiin 900 ml:aan vettd. Kes-
keytyksettd sekoittaen lisittiin 4 ml vastavalmistettua
5-%:ista hydroksyyliamiinihydrokloridia (vedessd). valit-
tdmasti sen jdlkeen lisattiin 22,33 pl siemensoolia ja
seosta sekoitettiin voimakkaasti 30 minuuttia. Lisdttiin
1 pl asetonia kutakin millilitraa kohden syntynyttd soolia
ja sekoitusta jatkettiin 10 minuuttia. Lis#ttiin 0,2 M
K,CO,:a, kunnes saavutettiin haluttu PH.

Lisdtyn siemensoolin sopiva mddrd mddrdsi seuraava
yhteys: Halutun soolikoon edellyttémd tilavuusmddrd sie-
mensoolia = kooltaan tietynlaisen soolin edellyttédms tila-
vuusmiadrsi kerrottuna tietystd mddrdsta siemensoolia saata-
van soolin l3pimitan ja halutun hiukkasldpimitan suhteen

kuutiojuurella.
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Esimerkki 2

Kultasoolin pddllystys n-alkaanitiolilla

Valmistettiin kultasooli esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla. Valmistettiin tuore metanoliliuos, joka sisdlsi
0,1 mol 1-dodekaanitiolia/litra ja 1 % Tween® 20:t&. Kuta-
kin 100 ml:aa kohden p&#dllystettdvdd kultasoolia lisattiin
kultasooliin pisaroittain ja samalla sekoittaen 1 ml tio-
lin metanoliliuosta. Seoksen annettiin laskeutua ympéris-
t6n lampdtilassa 2 tuntia silloin tdl116in pydrittden.
Pddllystetty kultasooli otettiin talteen sentrifugoimalla
ympdristén la&mpdtilassa kiihtyvyydelld 2 000 G 15 minuut-
tia ja suspendoitiin sen jdlkeen 1 mM MOPSO:hon (pH 7,0).
Tdmd sentrifugointi ja uudelleensuspendointi toistettiin
kolmesti. Tulokseksi saatu sooli suspendoitiin uudelleen
samaan puskuriin ja sité sdilytettiin 4 °C:ssa ennen kidyt-
toa.

Esimerkki 3

n-alkaanitiolin ja n-alkaanitiolijohdannaisen seok-

sella pddllystetty kultasooli

Valmistettiin kultasooli esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla. Valmistettiin tuore metanoliliuos, joka sisdlsi
0,09 mol 1l-dodekaanitiolia/litra, 0,01 mol 1l2-merkapto-1-
dodekaanihappoa/litra ja 1 % Tween® 20:td. Kutakin
100 ml:aa kohden p#d8llystettdvdd kultasoolia 1lisdttiin
kultasooliin pisaroittain ja samalla sekoittaen 1 ml tio-
liseoksen metanoliliuosta. Seoksen annettiin 1laskeutua
ympdristdn lédmpdtilassa 2 tuntia silloin t#lldin pydritta-
en. Pddllystetty kultasooli otettiin talteen samalla ta-
valla kuin edellisess8 esimerkissai.

Esimerkki 4

Kultasoolin pddllystys n-alkaanitiolijohdannaisella

ja sen seurauksena oleva suojan puuttuminen suolan

aiheuttamaa agglomeraatiota vastaan

Valmistettiin kultasooli esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla ja sen pH s#88dettiin K,CO,:1lla arvoon 7. Valmistet-
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tiin tuore metanoliliuos, joka sisdlsi 0,10 mol 12-merkap-
to-1-dodekaanihappoa/litra ja 1 % Tween® 20:t&. Kutakin
100 ml:aa kohden pd&llystettdvdi kultasoolia lisdttiin
kultasooliin pisaroittain ja samalla sekoittaen 1 ml tio-
lin metanoliliuosta. Seoksen annettiin 1laskeutua ymp&-
ristdén ldmpdtilassa 2 tuntia silloin tdlldin pydrittiden.
Kahteen 1 ml:n rinnakkaiserddn pddllystettyd soolia lis&t-
tiin 100 pl joko vettd tai 10-%:ista NaCl:a. Er#i, johon
lisdttiin vettd, pidettiin vertailundytteend. Er&d, johon
lisdttiin 10-%:ista NaCl:a, oli menettdnyt 54 % optisesta
tiheydestdédn 10 minuutin kuluttua. T&m# tulkitaan osoituk-
seksi siit8, ettd pddllystys 12-merkapto-1-dodekaanihapol-
la ei suojannut kultasoolia suolan aiheuttamalta agglome-
raatiolta.

Esimerkki 5

n-alkaanitiolin ja n-alkaanitiolijohdannaisten se-

oksella pddllystetyn kultasoolin valmistus

Valmistettiin kultasooli esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla ja sen pH s8ddettiin K,CO,:1la arvoon 7. Valmistet-
tiin tuore metanoliliuos, joka sis#lsi 0,004 mol n-dekaa-
nitiolia/litra, 0,0005 mol l1l-merkapto-1l-undekanolia/
litra, 0,0005 mol 12-merkapto-1-dodekaanihappoa/litra,
0,08 mol NaCl:a/litra ja 1 % Tween® 20:td. Kutakin
100 ml:aa kohden pé&dllystettdvdd Kultasoolia 1lisdttiin
pisaroittain ja samalla sekoittaen 1 ml tiolia ja tioli-
johdannaista sis#&lt&v&38 liuosta ja seoksen annettiin las-
keutua ympdristédn lé&mpotilassa ydn yli. Madritettiin p&al-
lystetyn soolin suojaus suolan aiheuttamalta agglomeraa-
tiolta samalla tavalla kuin esimerkisséd 4.

P&8llystetyn soolin optinen tiheys aallonpituudella
540 nm s8ilyi 100-%:isesti 10-%:isen NaCl:n lisdyksen j&l-
keen. T&mdn uskotaan osoittavan, ettid padllystetty sooli
on suojattu tédydellisesti suolan aiheuttamalta agglomeraa-
tiolta.
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Esimerkki 6

Naudan seerumialbumiinin (BSA) konjugointi pd&llys-

tettyyn kultasooliin

4 ml esimerkiss8 3 kuvattua p#ddllystettyd soolia,
jonka optinen tiheys aallonpituudella 540 nm oli 25,0,
sekoitettiin 4,3 ml:aan 10 mM MOPSO:ta (pH 7,0). T&h&n
seokseen lisdttiin perdtysten 0,2 ml BSA:ta (25 mg/ml),
1,0 ml1 30 nM SNHS:88 ja 0,5 ml 0,1 M EDC:t&. BSA, SNHS ja
EDS oli sekoitettu 10 mM MOPSO:hon (pH 7,0). Reaktioseosta
ravistettiin ympédristdén lampdtilassa 2 tuntia. Reaktio tu-
kahdutettiin ravistamalla sit3 vield 1 tunnin sen j&lkeen,
kun seokseen o0li 1lis&tty 1 ml 1liuosta, joka sis#lsi
1,0 mmol etanoliamiinia/ml (pH s&&detty HCl:1lla arvoon
7,0) 10 mM MOPSO:ssa (pH 7,0). Reaktioseokseen lis#ttiin
yhtd suuri tilavuusm&&rd 10 mM MOPSO:ta (pH 7,0), joka
sisdlsi NaCl:a (0,15 mmol/ml), Tween® 20:td (0,5 %) ja ka-
seiinia (1,0 mg/ml), ja seoksen annettiin laskeutua 1 tun-
ti. Tamd suojaus- tai uudelleenpddllystysvaihe suojaa kul-
tasoolin pinnan reagoimattomia, paljaita alueita epdspesi-
fiseltd vuorovaikutukselta biopolymeerien kanssa. P&3llys-
tetty sooli, johon oli konjugoitu BSA:ta, otettiin talteen
sentrifugoimalla sitd kiihtyvyydelld 2 000 G ymp&ristén
lédmpStilassa 15 minuuttia ja suspendoimalla se sitten uu-
delleen samaan puskuriin. T&m& sentrifugointi ja pesu
toistettiin kolmesti. Sooli sentrifugoitiin edell& kuva-
tulla tavalla ja suspendoitiin uudelleen 10 mM MOPSO:hon
(pH 7,0). T&m& vaihe toistettiin kahdesti. P#illystettyi
soolia, johon oli konjugoitu BSA:ta, s#dilytettiin 4 °C:ssa
ennen kayttéa.

Esimerkki 7

SPIA kultasoolilla, johon oli konjugoitu BSA:ta

Esimerkiss& 5 saatu kultasooli, johon oli konjugoi-
tu BSA:ta, laimennettiin 0,1 M MOPSO:hon (pH 7,0), joka
sisdlsi NaCl:a (0,15 mmol/ml) ja polyetyleeniglykoli 8
000:ta (1,0 %), jolloin saavutettiin optinen tiheys 1,0
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aallonpituudella 540 nm. Polyklonaalinen anti-BSA-vasta-
aine ja normaali kanin immuuniglobuliini (IgG) laimennet-
tiin 10 mM MOPSO:1la (pH 7,0) v#dkevyyteen 12 pul/ml. Eril-
lisiin 1 ml:n eriin BSA-soolikonjugaattia 1lisdttiin se-
koittaen 100 pl laimennettua anti-BSA-vasta-ainetta, nor-
maalia kanin IgG:t#d tai 10 mM MOPSO-puskuria. Seokset
siirrettiin kyvetteihin ja seurattiin niiden optisia ti-
heyksi#8 aallonpituudella 540 nm ajan funktiona, ja ne on
esitetty taulukossa 2.

Taulukossa 2 esitetyt tulokset osoittavat, ettad
soolin pinnalla on immunologisesti tunnistettavissa olevaa
BSA:ta ja ettd optisen tiheyden pieneneminen ei aiheudu
kanin seerumin ep&spesifisestd vuorovaikutuksesta soolin
kanssa.

Esimerkki 8

SPIA negatiivisena vertailundytteend toimivalla

kultasoolilla, johon oli konjugoitu BSA:ta

Negatiivisena vertailundytteend toimiva kultasooli,
johon o0l1li konjugoitu BSA:ta, valmistettiin tédsmdlleen
edelld esitetyn esimerkin 5 mukaisella tavalla, paitsi
ettd konjugointireaktioon ei lis&tty EDC:t&. Sen sijasta
lis#ttiin sama tilavuusmdird 10 mM MOPSO-puskuria (pH
7,0). T&mian soolin tarkoituksena oli osoittaa SPIA-ma&ri-
tyksissd, ettd havaittu BSA-aktiivisuus oli luonteeltaan
kovalenttista. Taulukoissa 2 ja 3 esitettyjen tulosten
vertailu osoittaa, ettd vaikka huomattava osa n3dillad soo-
leilla esiintyvdstd BSA-aktiivisuudesta voi olla passiivi-
sesti adsorboitunut, yht4 huomattava osa on sitoutunut

kovalenttisesti.
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Taulukko 2
Nayte Pddllystetty sooli, jo-
hon on konjugoitu BSA:ta.
Optisen tiheyden piene-
neminen aallonpituudella
540 nm 60 minuutissa
Anti-BSA 0,401
Kanin IgG 0,029
Puskuri 0,031
Taulukko 3
Nayte Pddllystetty sooli, jo-
hon on konjugoitu BSA:ta.
Optisen tiheyden piene-
neminen aallonpituudella
540 nm 60 minuutissa
Anti-BSA 0,238
Kanin IgG 0,063
Puskuri 0,050

Esimerkki 9

Vasta-aineen padllysteominaisuuksien paraneminen

TTC:11a4 paallystetylla kultasoolilla

Valmistettiin kultasooli esimerkiss& 1 kuvatulla
tavalla, paitsi ett& sen pH saadettiin K,CO,:1la arvoon
6,0. Valmistettiin tuore kyllainen TTC-liuos metanoliin.
Lisattiin liuosta, joka sisdlsi 10 % Tween® 20:ta, kunnes
Tween® 20:n loppupitoisuus oli 2,5 %. 4 ml t&tad liuosta
lisdttiin sekoittaen 200 ml:aan edelld mainittua sooclia,
ja seoksen annettiin laskeutua ymparistdn lampdtilassa 2
tuntia silloin t&lléin pydrittden. Paadllystetty sooli ke-
rattiin talteen samalla tavalla kuin esimerkissa 2. Eril-
liset erat paallystettyd soolia laimennettiin optiseen
tiheyteen 2,0 ja niiden pH saadettiin samalla arvoihin 6,
7, 8 ja 9 10 mM 2-(N-morfolinyyli)etaanisulfonihapolla
(MES), 10 mM MOPSO:1la, 10 mM N- (2-hydroksietyyli)piperat-
siini-N- (3-propaanisulsulfonihapolla (EPPS) ja 10 mM 2- (N-
sykloheksyyliamino) etaanisulfonihapolla (CHES), téassa
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j8rjestyksessd. Rinnakkaisesti valmistettiin kultasooli
esimerkin 1 mukaisesti eri erien pH:t s#d#ddettiin K,CO,:1la
arvoihin 6, 7, 8 ja 9. Puhdistettu polyklonaalinen ihmisen
anti-HIV-vasta-aine laimennettiin kullakin edelld maini-
tulla puskurilla pitoisuuksiin 1,0, 0,5, 0,25, 0,10 ja
0,05 mg/ml. Rinnakkaisiin 1,0 ml:n eriin kutakin edelli
saatua ja kutakin eri pH-arvoa vastaavaa soolia lisdttiin
sekoittaen 100 pl pH:1ltaan vastaavaa vasta-aineliuosta.
Seosten annettiin laskeutua ympdristén l&mpdtilassa 30
minuuttia. Kuhunkin sooliseokseen 1lis#dttiin sekoittaen
100 pl 10-%:ista NaCl:a. Vield 10 minuuttia my8hemmin mi-
tattiin kunkin seoksen optinen tiheys aallonpituudella
540 nm, ja ne on esitetty kuvioissa 1 - 4.

Vasta-aineen adsorptiosta TTC:114 p&dllystettyyn
sooliin oli seurauksena, ettd se pH-alue, jolla suojaus
suolan aiheuttamalta agglomeraatiolta ilmeni, oli suurem-
pi. Suojaus suolan aiheuttamalta agglomeraatiolta tapahtui
pienemmilléd vasta-ainepitoisuuksilla TTC:114 p&8llystetyl-
18 soolilla. Vasta-aine sai ilman NaCl:n lisdystd aikaan
pddllysté8mdttdmén soolin spontaanin agglomeraation. Vasta-
aineen aiheuttama spontaani agglomeraatio on paljon hei-
kommin erottuva TTC:114 paddllystetylld soolilla.

Yhdistettyind n&md@ havainnot osoittavat, etta ta-
mén vasta-aineen adsorptio TTC:1134 p#sllystettyyn kulta-
sooliin on suurempaa kuin pddllystdmdttémédn sooliin.

Esimerkki 10

TTC:118 pddllystettyyn kultasooliin adsorboituneen

vasta-aineen SPIA-aktiivisuuden parannus

Valmistettiin 100 ml kultasoolia samalla tavalla
kuin esimerkiss8d8 1 ja sen pH sdddettiin arvoon 9,0. Lis&t-
tiin sekoittaen 2,5 ml liuosta, joka sisdlsi ihmisen anti-
HIV-vasta-ainetta (GC-143) (2 mg/ml) 10 mM CHES:ssd (pH
9,0), ja seoksen annettiin laskeutua ymp&risttn la&mpoti-
lassa noin 2 tuntia silloin t&8118in pydrittden. Seokseen
lisdttiin sekoittaen 5 ml liuosta, joka sisdlsi 1 mg ras-
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vatonta kuivamaitoa/ml, ja seoksen annettiin laskeutua
ympdristdn ldmpdtilassa vield 1 tunnin ajan. Pd&dllystettys
soolia sentrifugoitiin kiihtyvyydellsd 2 000 G 15 minuuttia
ymparistdn l&mpbtilassa, ja se suspendoitiin uudelleen
10 mM CHES:88n (pH 9,0), joka sis#lsi BSA:ta (0,5 %), man-
nitolia (300 mmol/l) ja natriumatsidia (0,01 %). Sentrifu-
gointi- ja uudelleensuspendointivaihe toistettiin kolmes-
ti. Sooli suspendoitiin lopuksi uudelleen samaan pusku-
riin ja sit8 sdilytettiin 4 °C:ssa ennen kdyttbd. Esimer-
kissd 9 kuvatulla tavalla valmistettu TTC:114 pddllystetty
soocli laimennettiin 10 mM CHES:113 (pH 9,0), jolloin saa-
tiin 60 ml soolia, jonka optinen tiheys o0li 2,0, joka oli
suurin piirtein sama kuin esimerkissi 1 valmistetun kulta-
soolin optinen tiheys. Lis#ttiin sekoittaen 6 ml liuosta,
joka sisdlsi 0,5 mg ihmisen anti-HIV-vasta-ainetta/ml
10 mM CHES:ss& (pH 9,0), ja seoksen annettiin laskeutua
ymparistén l&mpttilassa 1 tunnin ajan ja sen jélkeen
4 °C:ssa ybn yli. Lis#ttiin sekoittaen 6 ml liuosta, joka
sisdlsi 1 mg rasvatonta kuivamaitoa/ml, ja seoksen annet-
tiin laskeutua ymp#rist®én l&mpStilassa 1 tunnin ajan.

Padllystetty sooli ker#dttiin talteen samalla tavalla kuin

edelld ja sit4d s#dilytettiin samoin.

Yhtd suuret er#dt kutakin soolia laimennettiin 0,1 M
MOPSO:1la (pH 7,0), joka sis#lsi NaCl:a (0,15 mmol/ml),
PEG 8000:ta (1 %) ja BSA:ta (0,25 %), optiseen tiheyteen
2,0 (540 nm). Rinnakkaisiin eriin kutakin laimennettua
lisdttiin (a) 100 pl puskuria, (b) 100 pl HIV gpl60 -vas-
ta-ainetta (10 pg/ml) tai (c) 100 pl HIV gpl60 -vasta-ai-
neen (5 pg/ml) ja ihmisen anti-HIV-vasta-aineen (5 pHg/ml)
seosta, joita oli esi-inkuboitu ympérist®én l&mpdtilassa 90
minuuttia, kuten kuvioissa 5 ja 6 on esitetty.

N&hd&&n, ettd GC-143-TTC-p4illystetty sooli on im-
munologisesti aktiivisempi kuin sen p&&llyst&m#tdn vastine
ja ettd sen kiyttd SPIA-miés#rityksessi johtaa herkemp&sn
mddritykseen. GC-143-TTC-p&4llystetty sooli on siis myds
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toiminnallisin kriteerein arvioituna parempi kuin sen
pddllystédmdtdn vastine.

Esimerkki 11

Monoklonaalisen anti-HIV p24-vasta-aineen tiolointi

N-sukkiini-imidyyli-S-asetyylitioasetaattia (SATA)

kdyttden

1 ml:aanliuosta, joka sis#dlsi 1,46 mg monoklonaa-
lista anti-HIV p24-vasta-ainetta/ml 50 mM NaPQ,:ssa ja 1 mM
etyleenidiamiinitetraetikkahapossa (EDTA) (pH 7,5), sekoi-
tettiin 0,02 ml liuosta, joka sisdlsi 5 mg SATA:ta/ml di-
metyylisulfoksidissa (DMSO) ja niiden annettiin reagoida
ympdristén l&mpdtilassa 2 tuntia. Reagoinut vasta-aine
erotettiin reaktiokomponenteista geelisuodatuksella, joka
tehtiin laskemalla se suolanpoistopylvd&&n 1l1l8pi samassa
puskurissa. 0,25 mg reagoinutta, geelisuodatettua vasta-
ainetta laimennettiin samalla puskurilla 1 ml:n tilavuu-
teen, ja siihen lis#&ttiin sekoittaen 100 pl liuosta, joka
sisdlsi NaPO,:a (0,05 mmol/ml), EDTAa (25 pmol/ml) ja
NH,0H-HCl:a (0,5 mmol/ml) ja jonka pH oli 7,5. Reaktioseok-
sen annettiin laskeutua ympiristén lémpdtilassa 1,5 tun-
tia. Vasta-aine, josta oli poistettu suojaus, geelisuoda-
tettiin suolanpoistopylvisddn 18pi alkuperdisessd puskuris-
sa reagoimattomien reagenssien poistamiseksi.

Esimerkki 12

Tioloidun monoklonaalisen anti-HIV p24-vasta-aineen

pidllysteominaisuuksien parannus

Valmistettiin kultasooli esimerkissd 1 kuvatulla
tavalla, paitsi ettd eri soolierien pH:t s#8&ddettiin
K,CO,:1la arvoihin 6, 7, 8 ja 9. Rinnakkaisesti sdddettiin
derivatisoimatonta ja derivatisoitua monoklonaalista anti-
HIV p24-vasta-ainetta (ks. esimerkki 11) sisdltédvien eri
erien v#kevyys arvoihin 250, 200, 150, 100 ja 50 pg/ml.
Kussakin tapauksessa m##ritettiin derivatisoidun ja deri-
vatisoimattoman vasta-aineen suhteellinen kyky suojata
kultasoolia suolan aiheuttamalta agglomeraatiolta t&smal-
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leen samalla tavalla kuin esimerkissd 9 (ks. kuviot 7 ja
8).

Kuvioista 7 ja 8 ilmenee, ettd t&min monoklonaali-
sen vasta-aineen tiolointi johti parempiin p#d#llysteomi-
naisuuksiin k#ytettdessd8 arviointiperusteina (a) siti
seikkaa, ettd derivatisoitu vasta-aine ei aiheuttanut soo-
lin spontaania agglomeraatiota, (b) vasta-aineen antaman
suojan soolin agglomeraatiota vastaan pienemp#i riippu-
vuutta pH:sta ja (c) sitd, ettd tarvitaan pienempid suh-
teellisia m#é&ri8 derivatisoitua vasta-ainetta suojan ai-
kaansaamiseksi suolan aiheuttamaa agglomeraatiota vastaan
suolan ollessa l&snd kuin sellaisen soolin tapauksessa,

jolla on derivatisoimatonta vasta-ainetta.
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Patenttivaatimukset

1. Mikrohiukkaset, tunnet ut siitd, ettd ne
koostuvat kultasoolista, joka on paallystetty ainakin yh-
dellad yhdisteella, joka on alkaanitioli, alkaanitiolijoh-
dannainen tai di- tai tritioliyhdiste.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainittuna yhdisteena on ai-
nakin yksi alkaanitioli.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainittu yhdiste on ainakin
yvhden alkaanitiolin ja ainakin yhden alkaanitiolijohdan-
naisen seos.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainittu alkaaniticli on n-
alkaanitioli, jonka kaava on CH,(CH,),SH, jossa n on koko-
naisluku 9 - 23.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainittu alkaanitiolijohdan-
nainen vastaa kaavaa RCH, (CH,) ,SH, jossa R on OH, COOH, CHO,
SH tai NH, ja n on 9 - 23.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainittu yhdiste on ditioli-
yhdiste.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetwut siitid, ettd mainittu yhdiste on tritioli-
yhdiste.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd mainitun kultasoolin lapimit-
ta on noin 10 - 150 nm.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd ne ovat resistentteja suolan
aiheuttamalle agglomeraatiolle, mink& vuoksi korkeintaan
10 % mainitun soolin suspension optisesta tiheydesta aal-
lonpituudella 540 nm on havinnyt 10 minuutin kuluttua, kun

l3asnia on 1,0 % NaCl:a.
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10. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siita, ettd ne ovat sitoutuneet kovalent-
tisesti sitoutuvaan komponenttiin.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd sitoutuva komponentti on pro-
teiini, hiilihydraatti, antigeeni, vasta-aine, ligandi,
polymeeri tai monomeeri.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd ne sisdltavat lisdksi silta-
yhdistetta, joka on sitoutunut mainittuun yhdisteeseen ja
johon on sitoutunut kovalenttisesti sitoutuva komponentti.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd sitoutuva komponentti adsor-
boituu lisdksi passiivisesti.

14. Menetelmd kultasoolimikrohiukkasten paallysta-
miseksi, tunnettu siitd, etta

(a) kultasoolimikrohiukkasiin sekoitetaan alkoholi-
liuosta, joka sisdltdad ainakin yhtd yhdistettd, joka on
alkaanitioli, alkaanitiolijohdannainen tai di- tai tritio-
liyhdiste, jolloin syntyy paddllystettyja kultasoolimikro-
hiukkasia,

(b) paadllystetty kultasooli sentrifugoidaan ja

(c) paallystetty kultasooli suspendoidaan uudelleen
puskuriin.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma kul-
tasoolimikrohiukkasten paallystdmiseksi, t unnettu
siitd, ettd mainittu alkoholiliuos sis&ltdi lisadksi pinta-
aktiivista ainetta.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmad kul-
tasoolimikrohiukkasten paédllystamiseksi, t unnettu
8iit&, etta mainittu yhdiste on alkaanitiolin ja alkaani-
tioclijohdannaisten seos.

17. Menetelma sitoutuvan komponentin liittamiseksi

kultasoolimikrohiukkasiin, t unnet t u siita, etta
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(a) mainittu kultasooli padllystet&&n patenttivaa-
timuksen 14 mukaisesti paadllystetyn kultasoolin aikaansaa-
miseksi,

(b) paallystettya kultasoolia ja sitoutuvaa kom-
ponenttia inkuboidaan sitoutuvan komponentin liittamiseksi
mainittuun paallystettyyn sooliin,

(c) vaiheessa (b) saadussa p&allystetyssi kultasoo-
lissa esiintyvat epéspesifiset asemat suojataan,

(d) wvaiheessa (c) saatu paallystetty kultasooli
sentrifugoidaan ja

(e) wvaiheessa (d) saatu paallystetty kultasooli
suspendoidaan uudelleen puskuriin.

18. Menetelmad sitoutuvan komponentin liittamiseksi
kultasoolimikrohiukkasiin, t unnet t u siitd, etta

(a) kultasooli padllystetdan patenttivaatimuksen 15
mukaisella menetelmalla,

(b) kultasoolin, sopivien kemiallisten silloitusai-
neiden ja sitoutuvan komponentin seosta inkuboidaan sitou-
tuvan komponentin liittamiseksi paallystettyyn kultasoco-
liin,

(c) reaktiot mainitussa seoksessa tukahdutetaan,

(d) vaiheessa (b) saadussa paallystetyssi kultasoo-
lissa esiintyvat epaspesifiset asemat suojataan,

(e) wvaiheessa (d) saatu paallystetty kultasooli
sentrifugoidaan ja

(f) suspendoidaan uudelleen puskuriin.

19. Menetelma& sitoutuvan komponentin liittamiseksi
kultasoolimikrohiukkasiin, t unnet tu siitl, etté

(a) kultasoolimikrohiukkaset paallystetd&n patent-
tivaatimuksen 16 mukaisella menetelmalla,

(b) pdédllystetyn kultasoolin, sopivien kemiallisten
silloitusaineiden ja sitoutuvan komponentin seosta inku-
boidaan sitoutuvan komponentin liitta&miseksi paallystet-
tyyn kultasooliin,

(c) reaktiot mainitussa seoksessa tukahdutetaan,
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(d) vaiheessa (b) saadussa padallystetyssa kultasoo-
lissa esiintyvat epaspesifiset asemat suojataan,

(e) vaiheessa (d) saatu paallystetty kultasooli
sentrifugoidaan ja

(£) suspendoidaan uudelleen puskuriin.

20. Menetelmd sitoutuvan komponentin liittamiseksi
kultasoolimikrohiukkasiin, t unnet t u siitd, etta

(a) kultasoolimikrohiukkaset paallystetddn patent-
tivaatimuksen 15 mukaisella menetelmillsi,

(b) paallystettya kultasoolia inkuboidaan sitoutu-
van komponentin kanssa,

(c) vaiheessa (b) saadussa pi&llystetyssa kultasoo-
lissa esiintyvat epaspesifiset asemat suojataan,

(d) wvaiheessa (c) saatu padllystetty kultasooli
sentrifugoidaan ja

(e) vaiheessa (d) saatu kultasooli suspendoidaan
uudelleen puskuriin.

21. Menetelmd sitoutuvan komponentin liittamiseksi
kultasoolimikrohiukkasiin, t unnet t u siitd, etta

(a) mainittua sitoutuvaa komponenttia muunnetaan
kemiallisella tiolaatiolla,

(b) vaiheessa (a) saatua tioloitua sitoutuvaa kom-
ponenttia inkuboidaan kultasoolimikrohiukkasten kanssa,

(c) vaiheessa (b) saadussa kultasoolissa esiintyvat
epaspesifiset asemat suojataan,

(d) vaiheessa (c) saatu kultasooli sentrifugoidaan
ja

(e) vaiheessa (d) saatu kultasooli suspendoidaan
uudelleen puskuriin.

22. Diagnosointipakkaus kaytettavaksi immuunimdari-
tyksissa, tunnettu siita, ettd se sisaltada pa-
tenttivaatimuksen 1 mukaisia mikrohiukkasia ja puskuriliu-
osta.
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Patentkrav

1. Mikropartiklar, kadnnetecknade av,
att de bestdr av guldsol, som a&r &6verdragen med atminstone
en fdérening, som &r alkantiol, alkantiolderivat eller en
di- eller tritiolfdrening.

2. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k anmne -
t ecknade av, att den nadmnda fbreningen &r atmins-
tone en alkantiol.

3. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k anne -
t ecknade av, att ndmnda fdérening ar en blandning
mellan Atminstone en alkantiol och atminstone ett alkan-
tiolderivat.

4. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, kanne -
tecknade av, att namnda alkantiol &r n-alkantiol
med formeln CH,(CH,),SH, dar n ar ett heltal 9 - 23.

5. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, kanne -
t ecknade av, att namnda alkantiolderivat har for-
meln RCH, (CH,),SH, d&r R ar OH, COOH, CHO, SH eller NH, och
n ar 9 - 23.

6. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k anmne -
t ecknade av, att nadmnda fdrening ar en ditiolfd-
rening.

7. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k anne -
tecknade av, att namnda férening a&r en tritiolfd-
rening.

8. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k anne -
t ecknade av, att diametern hos nédmnda guldsol ar
ca 10 - 150 nm.

9. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, kanmne -
tecknade av, att de ar resistenta mot saltinduce-
rad agglomerisation, varvid hdégst 10 % av den optiska tat-
heten vid vaglangden 540 nm hos nadmnda solsuspension
fébrsvunnit efter 10 minuter i narvaro av 1,0 % NacCl.

10. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k ann e-
t ecknade av, att de 4r kovalent bundna vid en bin-

dande komponent.
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11. Mikropartiklar enligt patentkrav 10, k & n -
netecknade av, att den bindande komponenten hér
till gruppen proteiner, kolhydrater, antigen, antikroppar,
ligander, polymerer eller monomerer.

12. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k & n n e-
tecknade av, att de ytterligare innehdller en bro-
bildande foérening, som &r bunden vid namnda férening och
till vilken den bindande komponenten ar kovalent bunden.

13. Mikropartiklar enligt patentkrav 1, k & n n e-
tecknade av, att den bindande komponenten dessutom
adsorberas passivt.

14. Foérfarande fér &éverdragning av guldsolmikropar-
tiklar, kdnnetecknat av, att

(a) guldsolmikropartiklarna blandas med en alkohol-
1ésning, som inneh&ller Atminstone en f&rening, som Aar
alkantiol, ett derivat av alkantiol eller en di- eller
tritiolférening, varvid &verdragna guldsolmikropartiklar
uppstar,

(b) den &verdragna guldsolen centrifugeras och

(c) den 6verdragna guldsolen suspenderas pa nytt i
buffert.

15. Foérfarande enligt patentkrav 14 f&r &verdrag-
ning av guldsolmikropartiklar, k &d& nnetecknat
av, att namnda alkohollésning ytterligare inneh&ller ett
ytaktivt amne.

16. Forfarande enligt patentkrav 15 fér &verdrag-
ning av guldsolmikropartiklar, k & nnetecknat
av, att namnda férening ar en blandning av alkantiol och
ett alkantiolderivat.

17. Foérfarande fo6r att fasta en bindande komponent
vid guldsol-mikropartiklar, k& nnetecknat av,
att

(a) nédmnda guldsol &verdrages enligt patentkrav 14
fér att erhalla en 6verdragen guldsol,

(b) den &verdragna guldsolen och den bindande kom-
ponenten inkuberas fér att fasta den bindande komponenten
vid den &verdragna solen,
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(c) ospecifika stallen i den &verdragna guldsolen
som erhdllits i steg (b) blockeras,

(d) den i steg (c) erhdllna O&verdragna guldsolen
centrifugeras och

(e) den i steg (d) erhallna &verdragna guldsolen
suspenderas pa nytt i buffert.

18. Foérfarande f6r att fasta en bindande komponent
vid guldsol-mikropartiklar, kannetecknat av,
att

(a) guldsolen &6verdrages enligt fdérfarandet enligt
patentkrav 15,

(b) blandningen av guldsolen, lampliga kemiska fér-
ndtningsmedel och den bindande komponenten inkuberas foér
att fasta den bindande komponenten vid den &verdragna
guldsolen,

(c) reaktionerna i namnda blandning kvavs,

(d) ospecifika stéallen i den o6verdragna guldsolen
som erhallits i steg (b) blockeras,

(e) den i steg (d) erhallna o6verdragna guldsolen
centrifugeras och

(f) suspenderas pa nytt i buffert.

19. Fé6rfarande for att fasta en bindande komponent
vid guldsolmikropartiklar, k & nnetecknat av,
att

(a) guldsolmikropartiklar 6verdrages enligt férfa-
randet enligt patentkrav 16,

(b) blandningen av den 6verdragna guldsolen, lamp-
liga kemiska férnatningsmedel och den bindande komponenten
inkuberas fér att fasta den bindande komponenten vid den
dverdragna guldsolen,

(c) reaktionerna i namnda blandning kvavs,

(d) ospecifika stallen i den &verdragna guldsolen
som erhdllits i steg (b) blockeras,

(e) den i steg (d) erhdllna o6verdragna guldsolen
centrifugeras och

(f) suspenderas p4 nytt i buffert.
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20. Forfarande for att fasta en bindande komponent
vid guldsolmikropartiklar, ka4 nnetecknat av,
att

(a) guldsolmikropartiklar &verdrages enligt férfa-
randet enligt patentkrav 15,

(b) den 6vergragna guldsolen inkuberas tillsammans
med den bindande komponenten,

(c) ospecifika stallen i den &verdragna guldsolen

som erhallits i steg (b) blockeras,

(d) den i steg (c) erhdllna &verdragna guldsolen
centrifugeras och

(e) den i steg (d) erhdllna guldsolen suspenderas
pa& nytt i buffert.

21. Forfarande fér att fasta en bindande komponent
vid guldsolmikropartiklar, k & nnetecknat av,
att

(a) namnda bindande komponent modifieras medelst
kemisk tiolering,

(b) den i steg (a) erhdllna tiolerade bindande kom-
ponenten inkuberas med guldsolmikropartiklarna,

(c) ospecifika stallen i den i steg (b) erh&llna
guldsolen blockeras,

(d) den i steg (c) erh&llna guldsolen centrifugeras
och

(e) den i steg (d) erhallna guldsolen suspenderas
pa nytt i buffert.

22. Diagnostisk fdrpackning att anvandas vid immun-
bestdmningar, k adnnetecknad av, att den inne-
haller mikropartiklar enligt patentkrav 1 och buffertlds-

ning.
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