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Tiivistelmd - Sammandrag
Keksintd kohdistuu laitteeseen nesteiden
annostelemiseksi diagnostiseen ldpivir-
tauslaitteeseen s#fdetylld nopeudella.

Se sisdltdd nestetilan (10), Jjonka
pohjalla on aukko (14), ja virtausta
sitelevdn membraanin (30), joka peittdi
aukon (14). Aukon (14) koko ja virtausta
sddtelevdn membraanin (30) keskihuokosko-
ko valitaan sdddetyn virtausnopeuden
aikaansaamiseksi. Kdyt®n aikana annoste-
lulaite saatetaan ldheiseen yhteyteen
diagnostisen ldpivirtauslaitteen koepin-
nan kanssa, ja nestemdinen ndyte asete-
taan nestetilaan (10). Neste virtaa
annostelulaitteen l&pi, ja saavuttaa
kontaktin diagnostisen laitteen (40)
koealueeseen (48) sdddetylld nopeudella.
Sen jdlkeen voidaan lisdtd madritys-
reagenssit koealueeseen annostelulaitteen
kautta tai annostelulaite voidaan poistaa
ja hylata.

Uppfinningen h&nfdr sig till en anordning
f6r att fdrdela vitskor till en diagnos-
tisk genomstrémningsanordning med en
kontrollerad hastighet. Den innehller

en brunn (10) med en &ppning (14) i
bottnet och en membran (30), som kontrol-
lerar strémningen, Svertickande Sppningen
(14). Oppningens (14) storlek och
medelporstorleken av den strdémningskont-
rollerande membranen (30) utviljes f&r
att fdrorsaka en kontrollerad strém-
ningshastighet. Under anvindningen
sammanféres férdelningsanordningen

med provytan av den diagnostiska genom-
strémningsanordningen, och ett flytande
prov fdres till brunnen (10). Vitskan
strémmar genom den f&rdelande anordningen
och kommer i kontakt med provomridet

(48) av den diagnostiska anordningen

(40) med en kontrollerad hastighet. Efter
det kan analysreagenser tilldggas till
provomrddet genom den f&rdelande anord-
ningen eller den f8rdelande anordningen
kan avligsnas och férkastas.
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Laite nestemidisen ndytteen annostelemiseksi diagnostiseen

laitteeseen sdadetylla nopeudella

Tamd keksintd koskee in vitro diagnostisten koelaitteiden
aluetta. Se koskee erityisemmin laitetta nestemdisen nayt-
teen annostelemiseksi koelaitteeseen sdddetylld nopeudella.

Viimeaikaiset kehitysaskeleet immunologiassa ovat tuoneet
esille uuden ryhmdn diagnostisia laitteita, joita nimitetddn
lapivirtauslaitteiksi. N&illd laitteilla suoritettavia ko-
keita on yleensd paljon helpompi suorittaa kuin tavanomaisia
immunodiagnostisia m8drityksid. Niissd tarvitaan vahemmin
tarkkuutta pipetoitaessa ja vdhemmdn kdsittelyjd. Ne elimi-
noivat myds tarpeen kiyttdd kalliita instrumentteja tulosten
lukemiseksi.

Yhta sellaista ldpivirtauslaitetta kuvaillaan US-patentti-
julkaisussa 4 632 901, Valkirs. Siind esitettava laite ka&-
sittdd ensimmdisen rakenneosan, joka on membraani tai suo-
din, johon on sidottu vasta-aine, tai joka pystyy poimimaan
soluja tai solukappaleita nestemidisestd niytteestd. Tamin
ensimmaisen rakenneosan tehtdvdnd on siepata analyytti mem-
braanille tai suotimelle. Laite kdsittdd edelleen toisen
rakenneosan, joka aikaansaa virtauksen ensimmaisen rakenne-
osan ldapi. Kaytdn aikana nestemdinen niyte ja nestemdiset
reagenssit vieddan ensimmdisen rakenneosan yhdelle pinnalle.
Reagenssit virtaavat ensimmdisen rakenneosan 1ldpi toiseen
rakenneosaan. Kaikki se analyytistd, joka jaa kiinni ensim-
maiseen rakenneosaan, sitoutumalla analyytille spesifiseen
sidostekijddn tai analyyttiin ldheisesti liittyvan solun tai
solukappaleen fysikaalisen estdmisen kautta, ilmaistaan sen
jélkeen merkki-ilmaisusysteemin avulla. Merkkisysteemiin
kuuluvat reagenssit viedddn myds ensimmidisen rakenneosan
ensimmiiselle pinnalle, ja ne virtaavat sen ldpi toiseen
rakenneosaan. Ilmaistavissa olevan reaktion ldsndolo tai
puuttuminen ensimmiisessd rakenneosassa on osoitus siihen
sitoutuneen analyytin l&snfolosta tai puuttumisesta.
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Toista ldpivirtauslaitetta kuvaillaan US-patenttijulkaisussa
4 366 241, Tom et al. Laite sisdltdd immunosorbenttivydhyk-
keen ja nesteen vastaanottovydhykkeen, joka on nesteen ke-
ruun osalta yhteydessd immunosorbenttivydhykkeeseen. Immuno-
sorbenttivyOhyke sisdltaa immunologisen parin toisen jasenen
ei-diffundoivasti sitoutuneena siihen. Kaytdn aikana neste-
miinen ndyte ja signaalin tuottavan systeemin sisaltamit
reagenssit viedddn immunosorbenttivydhykkeeseen. Ilmaista-
vissa olevan reaktion lasnd-olo tai puuttuminen immunosor-
benttivydhykkeessd on osoitus ndytteen sisdltamdn analyytin
lasndolosta tai puuttumisesta.

Tom’in et al. patentissa kuvaillaan useita laitteita ja maa-
ritysohjeita. Patentissa osoitetaan, ettd immunosorbentti-
kerroksen ja nestettd absorboivan vyodhykkeen vadliin voidaan
sijoittaa yksi tai useampia kerroksia. Namd kerrokset toimi-
vat esteind ehkdisemdlld takaisinsiirtymistd nestetta absor-
boivasta kerroksesta immunosorbenttikerrokseen; taytekerrok-
sina; virtauksen saatelijdind; tai vastaavasti.

Yksi vaatimus ndille lapivirtauslaitteille on se, ettd ndayte
saavuttaa riittdvasti pintakerroksen analyytin pidattdmisek-
si kerrokseen, tyypillisesti spesifisen sitoutumisreaktion
avulla. Sen jalkeen merkkisysteemin reagenssien on riittd-
vidsti saavutettava pintakerros sopivien reaktioiden tapahtu-
miseksi. Jos laite laskee nesteet kerrosten ldpi liian no-
peasti, reaktioita ei voi tapahtua. Yleisesti annetussa jul-
kaisussa US-sarjanumero 106 757, lokakuun 8., 1987, osoite-
taan virtauksen sddtelyongelma huokoisen alustan lapi, joka
sisdltdad koealueen ylapinnallaan. Siind kuvailtu laite si-
s41tdd huokoisen kerroksen, jossa on riittavan suuret huoko-
set, jotta sitoutumaton merkkiaine ja analyytti voivat vir-
rata sen lapi imeytyskerrokseen. Huokoinen kerros ja imey-
tyskerros toimivat yhdessd reagenssien virtauksen sadtelemi-
seksi huokoisen kerroksen lapi imeytyskerrokseen. Laite voi
myds sisdltdd virtauksen sddtelykerroksen, joka on sijoitet-
tu huokoisen kerroksen ja imeytyskerroksen valiin.
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Askettdin esitellyssa reagenssipakkauksessa A-ryhmdn strep-
tokokkien ilmaisemiseksi kdytetddn hyvaksi sarjajulkaisussa
106 757 kuvailtua keksintda. Pakkaus sisdltdd kaikki rea-
genssit ja tarvikkeet, jotka tarvitaan potilaiden kurkuista
kerattyjen ndytteiden sisdltamdn analyytin ilmaisemiseksi.
Nayte uutetaan DispensTube™-laitteessa. Uuttolaite on koe-
putki, johon ndyte ja uuttoreagenssit lisdtddn. Sen jalkeen
kun nayte on uutettu, putkeen sijoitetaan tiputuspaa, ja
uutettu nayte voidaan annostella koelaitteeseen. Tiputuspaa
sisdltdd karkean suotimen kaikkien ndytteessd 1ldsnd olevien
suurten kappaleiden poistamiseksi. Heti kun ndyte on uutet-
tu, koko mddritysmenettely voidaan suorittaa niin lyhyessa
ajassa kuin kolme - viisi minuuttia. Reagenssipakkauksen
avulla voidaan ilmaista A-ryhmdn Streptococcus varsin alhai-

silla tasoilla.

Vaikkakin Directigen 1-2-3™-koepakkaus (Becton Dickinson
Microbiology Systems, Cokeysville, MD), jota edella on ku-
vailtu, toimii oikein hyvin koskien A-ryhmin streptokokkeja,
virtauksen lisdsddtely on edullista muiden analyyttien mia-

rityksissa.

Toinen ongelma, joka on syntynyt hyvin herkkien ja spesifis-
ten maaritysten tulemisen mydtd, on vddristd positiivisista
aiheutuva ongelma, joka saa alkunsa muun aineen kuin analyy-
tin lasndolosta, joka sitoutuu merkkisysteemin spesifiseen
sidosmuotoon ja epaspesifisesti testisysteemin sisiltamdan
analyytin immobilisointikerrokseen. Ndin ollen, madrityksis-
sd, joiden merkkisysteemissd kdytetddn monoklonaalisia vas-
ta-aineita, jotka ovat perdisin hiiristd saaduista antisee-
rumeista, ihmisndytteet, jotka sisdltdvit vasta-aineita hii-
rille, tuottavat vadria positiivisia. Tastid syystd on ole-
massa tarve eliminoida tehokkaan spesifisyyden menetys, joka
saa alkunsa vasta-aineiden ldsndolosta lajille, jota kayte-
tddn valmistettaessa middrityksessid kdytettdvad antiseerumia.

Esilléd oleva keksintd koskee laitetta nestemdisten nayttei-
den annostelemiseksi diagnostiseen in vitro laitteeseen sai-
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detylld nopeudella. Se kasittdd nestetilan nestemdisen nayt-
teen vastaanottamiseksi, aukon nestetilan pohjasta ja vir-
tausta siitelevan membraanin, joka peittdd aukon. Aukon koko
ja virtausta sditelevdn membraanin keskihuokoskoko valitaan
siten, ettd nestetilan sisdltdmd neste kulkeutuu diagnosti-
sen laitteen yldpinnalle saadetylla nopeudella.

Keksinndn oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa pa-

tenttivaatimuksissa.

Keksint®a koskevan lisdndkdokohdan mukaisesti laite sisdltaa
valineet, joilla poistetaan valikoivasti tekijdt, jotka hdai-
ritsisivat madritystd, antaen kuitenkin analyytille mahdol-
lisuuden virrata ulos nestetilasta. Hairitsevien aineiden
poistamisvdlineet kdsittdvidt edullisesti spesifisesti sito-
van tekijdn, joka tunnistaa hdiritsevan aineen, eika sido
analyyttid. Spesifinen sidostekijd hdiritsevan aineen pois-
tamiseksi on sopivasti kiinnitetty virtausta sddtelevaan
membraaniin.

Vield toisen keksintdd koskevan ndkdkohdan mukaisesti vir-
tausta sditelevid membraani sisdltdd reagensseja maaritysta
varten, jotka on pddllystetty sen pintaan ja vapautettavis-
sa. Tamd mahdollistaa reagenssien kuivavarastoinnin ennen
kdyttdd. Sitten kun ndyte ja muut nesteet siirretddn vir-
tausta sditelevdn membraanin ldpi, reagenssit eluoituvat

koelaitteeseen.

Edullisen konstruoinnin mukaan laite konstruoidaan niin,
ettd nestetila ja nestetilan pohjassa oleva aukko sopivat
kokonsa ja muotonsa puolesta yhteen koelaitteen sisaltaman
koealueen kanssa. Tamidn konstruktion avulla laite toimii
annostellen nesteitd koealueen koko pinnan lapi sdédellylla
nopeudella. Laitteen erittdin edullinen konstruktio kasittaa
lisdksi kahvan, joka on kiinnitetty nestetilaan. Kahvan
avulla on mahdollista kdsitelld laitetta koskettamatta mi-
hinkddn nesteeseen, joka on laitettu nestetilaan. Silloin

kun laitetta on tarkoitus kdyttdd ja poistaa se kaytdsta
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ennen kuin merkkiainereagenssit lisdtddn diagnostiseen lait-

teeseen, kahva on erityisen edullinen.

Esilla olevan keksinndn mukainen reagenssipakkaus kasittad
edelld kuvaillun virtausta sadtelevan laitteen ja in vitro
diagnostisen laitteen, joka on sovitettu yhteen sen nesteen
annostelun mahdollistavien osien kanssa. Siten voidaan ke-
hittda systeemeja, joissa nesteen annostelulaite ja diagnos-
tinen lapivirtauslaite sovitetaan yhteen tiettya analyyttid
ja maarityskokoonpanoa varten.

Esilla olevan keksinndén mukaisessa menetelmdssd nestemdinen
ndyte annostellaan nesteenannostuslaitteen nestetilaan, ja
sen annetaan virrata ulos aukosta virtausta sadtelevan mem-
braanin lapi diagnostisen laitteen koealueelle. Sen jalkeen
voidaan annostella merkkiainesysteemin reagenssit koealueel-
le nesteenannostuslaitteen lapi tai riippumatta nesteenan-
nostuslaitteesta. Nain ollen, silloin kun merkkiainekonju-
gaatin virtausnopeutta koealueen lapi on tdrkedtd sdddella,
nesteenannostuslaitetta voidaan kayttaa saadtelyn aikaansaa-
miseksi. Samalla tavoin joissakin systeemeissd voidaan
kdyttdd monia nesteenannostuslaitteita olennaisesti eriko-
koisten tekijdiden annostelemiseksi sdddellyilld nopeuksil-

la.

Kuvio 1 esittdd esilld olevan keksinndn mukaisen annostus-
laitteen sivupystykuvaa;

Kuviossa 2 on poikkileikkaus otettuna pitkin leikkauslinjaa
2-2 kuviosta 1;

Kuvio 3 esittda ylatasokuvaa edullisesta diagnostisesta 1&-
pivirtauslaitteesta kdytettdvdksi esilld olevan keksinndn

mukaisessa reagenssipakkauksessa;

Kuviossa 4 on pystykuva kuviossa 3 esitetystd laitteesta; ja
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Kuviossa 5 on ldpileikkauskuva kuviossa 3 esitetysta lapi-

virtauslaitteesta otettuna pitkin leikkauslinjaa 5-5.

Viittaamalla nyt piirroksiin esilld olevan keksinndn mukai-
nen annostuslaite kdsittdd nestetilan 10, jonka ylaocsassa on
ulospdin ulottuvat reunat 11 ja jossa on kaltevat sivuseinat
12. Kaltevat sivuseindt 12 padttyvat pohjaan 13. Pohjassa 13
oleva aukko 14 mahdollistaa nestetilassa olevan nesteen
ulosvirtauksen. Annostuslaite sisdltdd edullisesti kahvan 20
kiinnitettynd nestetilaan 10. Kahva 20 sisdltaa edullisesti
osuuden 21, jonka poikkileikkaus on ohuempi kuin muussa
osassa kahvaa, kahvan tekemiseksi helposti joustavaksi.

Nestetila ja kahva on sopivasti muodostettu kokonaisuudeksi
valamalla. Materiaalivalinta ei ole ratkaiseva. Alaa tunte-
vat henkildt tuntevat sopivat muovit. Nestetilan tulisi olla
riittdvan suuri, jotta se vetdisi esim. 400 pl:n nestenayt-
teen. Aukon koko on mddritelty aikaansaamaan kysymyksessa
olevan midrityksen kannalta edullinen virtausnopeus. Sen
halkaisija voi sopivasti olla alueella 0,13 cm - 0,56 cm
(0,05-0,22 tuumaa). Aukon halkaisija on edullisesti 0,3 cm
(0,12 tuumaa).

Virtausta sdidtelevd membraani 30 on kiinnitetty nestetilan
pohjaan. Virtausta sddtelevid membraaneja on saatavissa mo-
nesta eri ldhteestd, jotka ovat alaa tuntevien tiedossa.
Tallad hetkelld edullinen on nailon 66 -membraani, jonka kes-
kihuokoskoko on 3,0 mikronia (Immunodyne™ I, Pall Corpora-
tion, East Hills, N.Y. 11548). Membraani voidaan kiinnittaa
nestetilaan milld tahansa sopivalla menetelmdlld, mukaanlu-
kien liimaus, kuumasaumaus ja ultraddnihitsaus.

Esilld olevan keksinndén mukaisen reagenssipakkauksen yhtey-
dessd kdytetddn edelld kuvailtua annostuslaitetta ja diag-
nostista lidpivirtauslaitetta, jota on esitelty kuvioissa 3-
5. Koelaite 40 kdsittdi huokoisen alustan 41, joka sisaltaa
ylad- ja alapinnat ja koealueen 48 ylemmdlla pinnallaan. Huo-
koisen alustan 41 alapinnan vieressa on virtauksen saately-
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kerros 42. VAlittdmisti virtauksen sddtelykerroksen 42 ala-
puolella on huokoinen valikekerros. valittdmdsti huokoisen
valikekerroksen 43 alapuolella on imeytyskerros 44.

Koelaitteen sisdltamit kerrokset 41, 42, 43, ja 44 voidaan
kiinnittaa toisiinsa milld tahansa sopivalla tavalla, esi-
merkiksi ompelemalla kerrokset toisiinsa kiinni. Kokoonpantu
laite sijoitetaan sopivasti kotelon sisaan, joka kasittaa
pohjaosan 45 ja kannen 46. Kansi 46, joka on huokoisen alus-
tan 41 paallad, sisdltda ulkonevan osan, joka sisdltdd sopi-
van aukon 47, joka on koealueen 48 paddlla. Kuten kuviossa on
esitetty, koealue 48 on kolmio, jota ympardi joka puolelta
huokoisen alustan taustaosa, joka sijaitsee myds aukon 47

madrittdmdlla alueella.

Kantta 46 kannattavat huokoisen alustan 41 pddlla hammas-
maiset ulokkeet 49, jotka ulottuvat pohjaosan 45 sivuilta
yloéspdin. Ulokkeet 49 ovat riittdvan korkeita jattdadkseen
ilmarakoja 50, jotka huolehtivat koelaitteen 40 sivuosien

ilmanvaihdosta.

Kannen 46 kohonnut osa, joka ympardi aukkoa 47, voi sisdltaa
varillisen alueen 51, jonka vari erocaa selvdsti kannen 46
varistd, ja varistd, joka muodostuu koealueella, koetulosten
paremman luettavuuden luomiseksi, jotka tulokset yleensa
middritetddn variin perustuen. Edullisessa suoritusmuodossa
kotelo, joka kasittdd pohjaosan 45 ja kannen 46, joka sisal-
t3a varillisen alueen 51, valmistetaan muoviaineista.

Annostuslaite tehddin edullisesti siten, ettd nestetila 10
sopii aukkoon 47 kotelon yldosassa. Edullisimmin nestetilan
pohja tehddan koon ja muodon puolesta yhteensopivaksi alus-
tan 47 yldpinnan kanssa. Kiaytdn aikana nestemiinen ndayte ja
kaikki reagenssit, joiden virtauksen sddtely on edullista,
lisdtain nestetilaan, ja niiden annetaan virrata membraanin
1ipi koealueelle. Kun annostuslaitetta ei enda tarvita, se

voidaan poistaa kahvan avulla ja hylata.
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Keksintda koskevassa toisessa ndkdkohdassa annostuslaitteen
lisdtehtdvand on poistaa hdiritsevit aineet mddrityksessa
kdytettdvistd nesteistd. Tamid tehtdva voidaan toteuttaa
pddllystdmdlla nestetilan sisdseindmit, virtauksensiditdmem-
braani tai molemmat spesifiselld sidostekijdlla, joka sitoo
hdiritsevdn aineen sitomatta analyyttid ja midrityksen kan-
nalta aktiivista tekijda. Virtauksensddtdmembraani paillys-
tetddn edullisesti spesifiselld sidostekijdlld. Esimerkiksi
silloin, kun madrityksessad kaytetddn vasta-aineita, jotka on
saatu hiiristd, kaneista tai vuohista, ja on ilmaistava hy-
vin alhaisia analyyttitasoja, potilaiden seerumien sisalta-
mit vasta-aineet sille eldinlajille, jota kidytetdin reagens-
sien valmistuksessa, voivat aiheuttaa vaaria positiivisia
tuloksia. Tdmad ongelma on myds olemassa silloin, kun kayte-
tddn monoklonaalisia vasta-aineita.

Keksintda koskevat lisdpiirteet ja hyddyt selvidvat seuraa-
vigta ei-rajoittavista esimerkeista.

Vertailuesimerkki 1 Diagnostisen laitteen valmistaminen
Schleicher & Schuell’in nitroselluloosamembraaneja, joiden

huokoskoko on 5 mikronia, pddllystetddn 50 pl:1la monoklo-
naalisia vasta-aineita sienen Candida albicans sytoplasman
antigeeneille (48-52 kD), jota on kuvailtu US-patenttijul-
kaisussa no. 4 670 382.0. Pddllystysliuos sisdltidi vasta-
aineita pitoisuudessa 100 mikrogrammaa/ml fosfaatilla pusku-
roidussa saliinissa (0,1 M, pH 6,0), joka sisdltdd 0,2 %
NaN;. Kuivauksen jdlkeen membraani suljetaan 0,5-%:ieen gela-
tiiniin fosfaatilla puskuroidussa saliinissa (0,1 M, pH
8,0). Sen jalkeen membraanit kuivataan.

Koelaite kootaan asettamalla nitroselluloosamembraani ker-
rosyhdistelmin pinnalle. Kaksi pohjakerrosta koostuvat ab-
sorboivasta selluloosapaperista (paksuus 0,64 cm; 1/4 ");
naiden pohjakerrosten yldpuolella on huokoinen vilikekerros,
joka koostuu raionkudosviirasta (Schleicher & Schuell Cat.
no 5-S). Mainitut kolme kerrosta nidotaan yhteen, ja huokoi-
nen nitroselluloosa-alustakerros asetetaan pinnalle. Kootun
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yhdistelmin pinta-ala on 1 cm’ ja paksuus 0,5 cm. Nitrosel-
luloosamembraanilla oleva vasta-ainetdpld on kolmion muotoi-
nen. Yhdistelmid asetetaan koteloon kuten kuvioissa on esi-
tetty.

Annostuslaitteen valmistaminen

Nestetila ja kahva valetaan polystyreenihartsista (K-hartsi
KRO03, Phillips Petroleum, Bartlesville, OK). Nestetila on
sylinterimidinen, ja sen ulkohalkaisija on 1,0 cm (0,395 tuu-
maa). Sen vetoisuus on 400 pl. Nestetila valmistetaan sen
pohjassa olevalla aukolla 0,3 cm (0,12 tuumaa). Nestetila

sopii tiiviisti lapivirtauslaitteen aukkoon.

Virtausta sddtelevd membraani kuumasaumataan nestetilan poh-
jaan. Se peittda kokonaan aukon nestetilan pohjassa. Mem-
braani on nailon 66 -membraani. Laitteita valmistetaan mem-
braaneilla, joiden keskihuokoskoko on 3 mikronia, ja mem-
braaneilla, joiden keskihuokoskoko on 1,2 mikronia (Immuno-
dyne I™ Cat. No. B1A030HC5 ja B1A012HC5 vastaavasti, Pall
Corporation, East Hills, NY).

Koesuspension valmigtaminen
Seerumindytteitd, jotka sisdltavat tunnettuja pitoisuuksia

sienen Candida albicans sytoplasmista antigeenia (48-50 kD),
valmistetaan yhteenkerdtyistd luovuttajaveren seerumeista,
joihin on siirrostettu antigeenid pitoisuuksissa 500 ng/ml,
200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, ja 25 ng/ml.

Merkkiaineen valmistaminen

A. Liposomipartikkelileiman valmistaminen

1. 100 ml:n pydredapohjaiseen pydérdhaihdutinpulloon lisatdan:
a. 50 mg kolesterolia (Sigma no. CH-S),

b. 94 mg distearoyylifosfatidyylikoliinia, (Avanti Polar
Lipids no. 850365),

c. 10 mg distearoyylifosfatidyyliglyserolia (Avanti Polar
Lipids),
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d. 3,75 mg ristisitovaa ainetta (distearoyylifosfatidyyli-
etanoli-amiini-p-maleimidofenyyli)kapryyli (Becton Dickinson
Immunodiagnostic, Orangeburg, N.Y.); ja

e. 50 ml kloroformia (Fisher).

2. PyOrresekoitetaan.

3. Asetetaan pyodrdhaihduttajaan seuraavilla asetusarvoilla:
Vesihauteen lampdtila = 44°C

Pydrimisnopeus = 4

4. Lisatadn hitaasti alipainetta, kunnes vaahtoaminen lakkaa
(suunnilleen 30-40 min.)

5. Alennetaan painetta ja annetaan liposomien seistd 44°C:ssa
30 min.

6. Lyofilisoidaan yli ydn.

7. Pyb6brdhaihduttajaan lisdtddn 50 ml tislattua vetta ja se-
koitetaan 60°C:ssa ilman imua, kunnes lipidikalvo liukenee.

8. Jdddytetdadn kuivassa jaassd ja metanolissa.
9. Lyofilisoidaan kuivaksi liposomijauheeksi.

10. Valmistetaan erikseen varillinen Sulforhodamine B -liuos

(0,1 M natriumasetaattisaliinipuskurissa, 0,1 M, pH 4,5).

11. Lisdtdan 50 ml varillista liuosta liposomijauheeseen ja
ldmmitetddn 60°C:een 15 minuutin ajaksi.

12. Ajetaan lammin liposomivalmiste lapi Bio-Rad’in 1,0 mik-
ronin, 0,4 mikronin ja sen jalkeen 0,2 mikronin Unipore po-
lykarbonaattimembraanin (Bio-Rad).

13. Erotetaan vapaa varillinen aines liposomisuspensiosta
Sepharose CL6B -kromatografiakolonnissa (Pharmacia), joka on
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tasapainotettu 50 mM natriumasetaattipuskurissa pH 4,5 1 mM
EDTA:n ja 50 mM NaCl:n kanssa.

14. Sailytetdin liposomeja vaiheessa 13 midritellyssa pusku-

rissa.

B. Liposomipartikkelileiman kytkeminen spesifiseen sidoste-

kijaan

1. Vuohen vasta-ainetta kanille (6 mg, Jackson Immuno Re-

search, Westgrove, PA) fosfaatilla puskuroidussa saliinissa
(100 mM, pH 7,5) sekoitetaan SPDP:n (Sigma) kanssa molaari-
sessa suhteessa 6,6 pg SPDP: 1 mg vasta-aine; seos huuhdel-
laan typpivirrassa ja suljetaan tiiviisti. Sen annetaan rea-
goida kolmekymmentd minuuttia huoneen lampbdtilassa sekoitta-

en.

3. Lisitaan 1/10 tilavuus 1 M natriumasetaattia pH 4,5 ja

sekoitetaan 30 sekunnin ajan.
4. Lisataan 1/100 tilavuus 1 M ditiotreitolia vedessa.

5. Poistetaan ditiotreitoli ajamalla reaktiotilavuus lapi
Sephadex G-25 keskilaatuisen kolonnin, joka on tasapaino-
tettu Tris-puskurilla (50 mM Tris, 50 mM natriumasetaatti,
50 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). Huuhdellaan typellda ja sul-

jetaan tiiviisti.

6. Seurataan O.D. 280 -arvoa, ja kerdtddn yhteen proteiinia

sisaltavat fraktiot.

7. TAm& liuos sekoitetaan 10 ml:n kanssa juuri valmistettuja
liposomeja. Liposomien mddrd madritetddn suhteen 20 uM fos-
foria 125 mg:aan talteenotettua proteiinia avulla. Fosfori-

midritys voi vaihdella liposomipreparaatista toiseen.

8. Huuhdellaan N,:1lla ja suljetaan tiiviisti.
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9. Annetaan reagoida 2 tuntia yli ydn huoneen lampotilassa.

10. Erotetaan yhteenkytketty tuote Sepharose Fast Flow™
-kromatografiakolonnissa (Pharmacia), joka on tasapainotettu
standardiboraattipuskurilla (pH 8).

11. Otetaan talteen ja yhdistetddn huokostilavuusfraktio.
12. Sailytetdan 4°C:ssa.

Midritysmenetelmd
M3drityksid suoritetaan annostuslaitteen kanssa ja ilman

sita. Silloin, kun annostuslaitetta ei kiytet&, koesuspensio
ja kaikki reagenssit 1isdtddn suoraan diagnostisen laitteen
sisaltdmdlle koealueelle. Kun annostuslaitetta kdytetddn, se
liitetddn diagnostisessa laitteessa olevaan aukkoon, ja koe-
suspensio (200 ul) lisdtd&n nestetilaan; se virtaa lapi koe-
alueen ja sen lapi imeytyskerrokseen. Erd kanin vasta-ainet-
ta sienen Candida albicans sytoplasmista antigeenid (48-52
kD) vastaan (150 pl, 300 ug/ml) lisitdsn sen jadlkeen neste-
tilaan annostuslaitteessa, ja sen annetaan virrata lapi koe-
alueelle. Annostuslaite poistetaan sen jdlkeen diagnostises-
ta laitteesta ja hylatdan. Merkkiaine (150 pl) lisataan.

Koealuetta pestdan sen jdlkeen pesupuskurilla (0,1 M guani-
diini HC1l), ja tulokset luetaan sen jalkeen tarkkailemalla
visuaalisesti koealueella erottuvaa vaaleanpunaista varid
(kolmio) .

Jokaisen middrityksen suorittamiseen tarvittava kokonaisaika
on kolme - viisi minuuttia. Taulukossa I merkki "++" merkit-
see koealueella ldsnd olevaa selvasti erottuvaa vaaleanpu-
naista varid, merkki "+" tarkoittaa heikkoa vaaleanpunaista
varid, ja merkki "-" tarkoittaa, ettd yhtddn vadriid ei havai-
ta. Annostuslaitteen kayttd parantaa huomattavasti madrityk-
sen herkkyyttd, tasolta 200 ng/ml tasolle 25 ng/ml.
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Taulukko I
Madritys- Antigeenipitoisuus ng/ml
muoto 500 200 100 50 25
ei annostus- ++ + -
laitetta
3:n mikronin ++ ++ ++ ++ +
laite
1,2 mikronin ++ ++ ++ ++ +
laite
Esimerkki 2 Diagnostisen laitteen valmistaminen

Nitroselluloosamembraanit, joiden keskihuokoskoko on 5 mik-
ronia (MSI, West Borough, MA) pddllystetddn 50 ul:1la mono-
klonaalista vasta-ainetta sienen Candida albicans sytoplas-
miselle antigeenille (48-52 kD), jota on kuvattu US-patent-
tijulkaisussa 4 670 382.0. Pdallystysliuos sisdltaa vasta-
aineita pitoisuudessa 75 mikrogrammaa/ml fosfaatilla pusku-
roidussa saliinissa (0,1 M, pH 6,0), joka sisaltaa 0,2 %
NaN,:a. Kuivaamisen jdlkeen membraani suljetaan 0,5-%:isella
gelatiinilla fosfaatilla puskuroidussa saliinissa (0,1 M, pH
8,0) . Membraanit kuivataan sen jadlkeen.

Koelaite kootaan asettamalla nitroselluloosamembraanit ker-
rosyhdistelmin pddlle. Kaksi pohjakerrosta koostuvat absor-
boivasta selluloosapaperista (0,63 cm; 1/4 " paksuja); nai-
den pohjakerrosten pddlld on huokoinen vdlikekerros, joka
koostuu ei-kudotusta raion-kudoksesta (Schleicher & Schuell
Cat. no 5-S). Raion-kerroksen pdilld on yhdensuuntaista vir-
tausta siditelevd polykarbonaattimembraani, jonka keskihuo-
koskoko on 1,0 um (Nucleopore, Pleasantville, CA). Nelja
kerrosta nidotaan yhteen, ja huokoinen nitroselluloosainen
alustakerros asetetaan pinnalle. Kootun yhdistelmdn pinta-
ala on 1 cm?, ja sen paksuus on 0,5 cm. Vasta-ainetdpld nit-
roselluloosamembraanilla on kolmion muodossa. Yhdistelma
sijoitetaan koteloon, kuten kuvioissa on esitetty.
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Madritysmenetelmd

Maarityksid suoritettiin kdyttden annostuslaitteita ja merk-
kisysteemid, kuten on kuvailtu vertailuesimerkissi 1. Annos-
tuslaitteen ollessa sijoitettuna diagnostisen laitteen auk-
koon, lisdtddn 200 pl seerumindytettd, johon on siirrostettu
sytoplasmista antigeenid (48-52 kD) 10 ng/ml sienestd Candi-
da albicans, ja sen annetaan virrata diagnostisen laitteen
lapi. Vastaava erd kanin vasta-ainetta antigeenid vastaan
(150 pl, 75 ug/ml) lisdtddn sen jdlkeen annostuslaitteen
nestetilaan, ja sen annetaan virrata ldpi koealueeseen. An-
nostuslaite poistetaan sen jalkeen ja hylatddn. Merkkiaine
(150 pul) lisadtdan koealueeseen. Sen jalkeen, kun merkkiaine
on virrannut koelaitteen ldpi, koealue pestdin pesupuskuril-
la (0,1 M guanidiini HCl), ja tulokset luetaan havainnoimal -
la visuaalisesti koealueella olevan selvdsti erottuvan vaa-
leanpunaisen kolmion ldsndoloa. Kun koe toistettiin kdyttden
seerumia, johon ei oltu siirretty antigeenid, havaittiin
negatiivinen tulos.

Esimerkki 3 Annostuslaitteen valmistaminen

Nestetila ja kahva valetaan polystyreenihartsista (K-hartsi
KR03, Phillips Petroleum, Bartlesville, OK). Nestetila on
sylinterinmuotoinen, ja sen ulkohalkaisija on 1,0 cm (0,395
tuumaa). Sen vetoisuus on 400 ul. Nestetila valmistetaan
pohjassa olevalla aukolla, 0,3 cm (0,12 tuumaa). Nestetila
sopii tiiviisti lapivirtauslaitteen aukkoon.

Virtausta sddteleva membraani on kuumasaumattu nestetilan
pohjaan. Se peittdd kokonaan aukon nestetilan pohjassa. Mem-
braanit, joita kdytettiin olivat tyyppid nailon 66 (Immuno-
dyne I™, Pall Corporation, East Hills, NY) tai nitrosellu-
loosa (MSI, West Borough, Mass.). Virtausta siditelevii mem-
braaneja annostuslaitteissa kdsiteltiin sulkuliuoksilla seu-
raavasti:

Laite 1 -- 3,0 mikronin keskihuokoskokoinen nailon-membraani
suljettiin 1-%:isella rasvattomalla kuivamaidolla.

Laite 2 -- 3,0 mikronin keskihuokoskokoinen nailon-membraani
suljettiin 10-%:isella hiiren seerumilla.
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Laite 3 -- 5,0 mikronin keskihuokoskokoinen nitroselluloo-

samembraani suljettiin 10-%:isella hiiren seerumilla.

Miiritysmenetelma

Miirityksid suoritettiin kayttden diagnostisia laitteita,
merkkiainetta ja menetelmdd, kuten on kuvailtu esimerkissa
2. Nayte oli ihmisen normaalia seerumia, joka antaa vaaran
positiivisen tuloksen. Kun maaritys suoritettiin siten, ettd
annostuslaitteen virtausta sddtelevd membraani oli suljettu
rasvattomalla kuivalla maidolla, todettiin positiivinen tu-
los. Kun madritys suoritettiin kahden annostelulaitteen ol-
lessa suljettu hiiren seerumilla, tulokset olivat negatiivi-

sia.
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Patenttivaatimukset
1. Laite nestemdisen ndytteen annostelemiseksi saadetylla

nopeudella diagnostiseen ldpivirtauskoelaitteeseen, joka
kdsittdd yldpinnan omaavan, huokoisen alustan (41), jolla on
spesifisen muotoinen koealue (48), jolloin se alustan (41)
ylapinnan osa, jolla ei ole koealuetta (48), ympardi koe-
aluetta, tunnettu siitd, ettd laite kasittdi:

nestetilan (10) nestemdiselle niytteelle kdsittden pohja-
osaan (13) pdaattyvat sivuseinat (12), nestetilan pohjassa
aukon (14), joka on samanmuotoinen ja -kokoinen kuin spesi-
fisen muotoinen koealue (48) ldpivirtauskoelaitteessa, ja
nestetilaan (10) liitetyn virtausta sditelevdn kalvon (30),
joka peittda aukon (14), nestemiisen niytteen annostelemi-
seksi sdddetylld nopeudella spesifisen muotoiselle koealu-
eelle (48) diagnostisen ldpivirtauskoelaitteen huokoisen
alustan (41) ylapinnalla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite, tunnettu siitd,
ettd se kdsittdd edelleen vilineet laitteessa hiiritsevien
aineiden poistamiseksi valikoivasti nestemiisesta nayttees-

td, ottamatta erilleen analyyttid nestemidisestd niytteesti.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen laite, tunnettu siit4§,
etta vadline hdiritsevien aineiden poistamiseksi on spesifi-
nen sidostekijad hdiritseville aineelle.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen laite, tunnettu siita,
ettd spesifinen sidostekijd kiinnitetddn virtausta saitele-
vaan kalvoon (30).

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite, tunnettu siiti,
etta virtausta sddtelevd kalvo (30) sisdltid miiritysrea-
gensseja sen pddlle irrotettavasti paallystettyini.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite, tunnettu siita,
ettd se kdasittdd edelleen kahvan (20), joka on kiinnitetty
nestetilaan (10) laitteen kdsittelemisen helpottamiseksi
koskematta nestetilassa olevaa nestemiistd ndytettd.
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7. Diagnostinen mddrityspakkaus, tunnettu siitd, ettd se
kdsittdd patenttivaatimuksen 1 mukaisen laitteen ja diagnos-
tisen ldpivirtauskoelaitteen.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen diagnostinen maaritys-
pakkaus, tunnettu siitd, ettd mainittu lapivirtauskoelaite
kdsittdd kotelon, jossa on aukko ja huokoinen alusta (41),
jossa on yldpinta ja ylépinnalla spesifisen muotoinen koe-
alue (48), jolloin se alustan (41) yldapinnan osa, jolla ei
ole koealuetta (48) ympardi koealuetta.

9. Midritysmenetelmi nestemiisessi niytteessi olevalle
analyytille, tunnettu siitd, ettd asetetaan patenttivaati-
muksen 1 mukaisen laitteen nestetila (10) diagnostiseen 1&-
pivirtauskoelaitteeseen,

viedddn nestemdinen nayte laitteen nestetilaan,

johdetaan nestemiinen ndyte nestetilasta saddetyllad nopeu-
della,

Saatetaan spesifisen muotoinen koealue (48) lapivirtauskoe-
laitteen alustan (41) yl&pinnalla kosketukseen naytteen
kanssa, jolloin koealueeton alustan ylapinta ei ole koske-
tuksissa nestemiisen niytteen kanssa, jolloin spesifisen
muotoinen koealue (48) toimii spesifisend sidostekijand ana-
lyytille ilman alustan hdiridita, ja

detektoidaan analyytin lasniolo spesifisen muotoiselle koe-
alueelle annostellussa nestemiaisessa naytteessa kiyttden
merkkiainetta.

Patentkrav

1. Anordning for dosering av ett viatskeprov med kontrol-
lerad hastighet i en genomstrémningsdiagnostiseringsapparat,
omfattande ett pordst underlag (41) med en &vre yta, som
uppvisar ett provomrdde (48) med specifik form, varvid det
parti av underlagets (41) o&vre yta, som inte uppvisar prov-
omrade (48), omger provomrddet, kdnnetecknad av att anord-
ningen omfattar:

en viatskekammare (10) foér vatskeprovet omfattande sidovdggar
(12) som slutar vid ett bottenparti (13), en dppning (14) i
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vitskekammarens botten vilken har samma form och storlek som
provomrddet (48) med specifik form i genomstréomningsdiagnos-
tiseringsapparaten, och

ett flddesreglerande membran (30) anslutet till vatskekam-
maren (10), som tdcker Oppningen (14), fér att dosera vats-
keprovet med kontrollerad hastighet pd provomradet (48) med
specifik form pd &vre ytan av det pordsa underlaget (41) 1

genomstrémningsdiagnostiseringsapparaten.

2. Anordning enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att den
ytterligare omfattar medel for att selektivt avldgsna sto-

rande dmnen frdn ett vitskeprov utan att separera analyten

fran vatskeprovet.

3. Anordning enligt patentkrav 2, kdnnetecknad av att med-
len for att selektivt avligsna stdrande dmnen bestdr av ett
bestamt bindemedel f£&r det stdrande amnet.

4. Anordning enligt patentkrav 3, kdnnetecknad av att det
bestamda bindemedlet pafdrs det flddesreglerande membranet
(30).

5. Anordning enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att det
flddesreglerande membranet (30) pafdrts lostagbara analys-
reagenser.

6. Anordning enligt patentkrav 1, kénnetecknad av att den

ytterligare omfattar ett handtag (20) som fdstats vid vats-
kekammaren (10) f&r att underlatta hantering av apparaten

utan att vidrdra vatskeprovet i kammaren.

7. Diagnostiseringskit, kdnnetecknad av att den omfattar
en anordning enligt patentkrav 1 och en genomstrdmningsdiag-
nostiseringsapparat.

8. Diagnostiseringskit enligt patentkrav 7, kénnetecknad
av att nidmnda genomstrdmningsdiagnostiseringsapparat omfat-

tar ett hdlje, som har en dppning och ett pordst underlag
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(41) med en Ovre yta, och pd denna ett provomrdde (48) med
specifik form, varvid den del av underlaget (41) som inte

uppvisar provomrade (48) omger provomrddet.

9. Forfarande fdr att bestdmma en analyt i ett vatskeprov,
kdnnetecknat av att vitskekammaren (10) av anordningen en-
ligt patentkrav 1 placeras i genomstrdmningsdiagnostise-
ringsapparaten,

vdtskeprovet fdrs till vatskekammaren i apparaten,
vatskeprovet leds fran vitskekammaren med kontrollerad has-
tighet,

provomrddet (48) med specifik form sitts pd O6vre ytan av
underlaget (41) av genomstrémningsdiagnostiseringsapparaten
i berdring med provet, varvid den dvre yta av underlaget som
inte uppvisar provomrdde inte dr i berdring med vatskepro-
vet, varvid provomrddet (48) med specifik form fungerar som
bestamt bindemedel f&r analyten utan stdrningar f&r underla-
get, och

nidrvaro av analyt detekteras i ett vatskeprov doserat pa
provomrddet med specifik form med hjdlp av sparmaterial.
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