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Berggren Oy Ab

Parannettu aineen luminesenssi- tai luminometrinen md3ritys - F&rbdttrad
luminescent eller luminometrisk bestdmning av en substans

(57)Tiivistelmd

Vahvistettu luminesenssi- tai luminometrinen koe, etenkin immu-
nokoe, johon siséltyy lumincsenssireaktio peroksidaasi-entsyy-
min, hapettimen, 6-hydroksibentsotiatsolin ja kemiluminesoivan
2,3~dihydro~1,4-ftalatsiinidionin vd1ill&. Mieluimmin kdytetyt
aineet ovat piparjuuri-peroksidaasi entsyymind, vetyperoksidi
hapettimena, 6-hydroksibentsotiatsoli, 2-syano-6-hydroksi-
bentsotiatsoli tai tulik#drp&s-lusiferiini bentsotiatsolina ja
joko luminoli tai isoluminoli ftalatsiinidionina. Erikoisen
edullisessa sovellutusmuodossa piparjuuri-peroksidaasi on kyt-
ketty tutkittavan aineen vasta-aineeseen toimien tdten kokeen
merkkiaineena immunokokeessa.
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(57) Sammandrag

Ett fSrstdrkt luminescens- eller luminometriskt prov, sdr-
skilt immunoprov, innefattar en luminescensreaktion mellan
ett peroxidas-enzym, ett oxidat ionsmedel, en 6-hydroxiben-
sotiazol och en kemiluminescerande 2,3-dihydro-1,4-ftal-
azindion. Fdredragna substanser dr pepparrots-peroxidas som
enzym, vdteperoxid som oxidationsmedel, 6-hydroxibenso-
tiazol, 2-cyano-6-bensotiazol eller eldfluga-luciferin som
bensotiazol och antingen luminol eller isoluminol som ftal-
azindion. I en sdrskilt foredragen utf8ringsform &r pepparrots-
peroxidaset kopplat till en motkropp till den substans som
skall undersdkas och verkar dérigenom provets mirksubstans

i ett immunoprov.

Fig.2.
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Parannettu aineen luminesenssi- tai luminometrinen méddritys
Forbgttrad luminescent eller luminometrisk bestdmning av en substans

Tam4 keksintd kohdistuu parannettuun aineen luminesenssi- tai
Juminometriseen miiritykseen, etenkin immunoanalyysiin, ja

diagnostiseen vdlinesarjaan mddrityksen suorittamiseksi.

Immunokoe on erds laajimmin k3ytettyj&d analyysitekniikkoja klii-
nisessd laboratoriossa. Nyky#ddn useimmissa immunokokeissa
kidytetdsn radicaktiivista isotooppia, etenkin jodi-125, merkki-
aineena. Radioaktiivisilla isotoopeilla on kuitenkin useita
huomattavia epdkohtia. Ensinnd, merkitsemismenetelmddn sisdl-
tyy erittdin radioaktiivisten ja tdten potentiaalisesti vaa-
rallisten reagenssien kdyttd. Toiseksi, radioaktiivisesti mer-
kityn aineen eliniki on usein suhteellisen lyhyt, ei vain sen
vuoksi, ettd radioaktiivinen isotooppi jo luonteensa takia
jatkuvasti heikkenee, vaan myds koska radioaktiivisesti merki-
tyt proteiinit usein ovat epdstabiileja. Kolmanneksi, on

usein vaikeata riitt#vidsti merkitd proteiineja herkdsti ja
nopeasti havaittavan reagenssin saamiseksi. Neljdnneksi,
radioaktiivisesti merkittyjen aineiden h&vitt&minen on hanka-
laa.

Nidmd epidkohdat ovat kidynnistédneet tutkimukset radiomerkkiainei-
den kidyttdkelpoisten vaihtoehtojen loytdmiseksi. Ollakseen
sopiva merkkiaineena aineen tulee tdyttd&d ainakin seuraavat kol-
me vaatimusta:

a. sen tulee olla havaittavissa sekd nopeasti ja erittdin
pieninid midirinid ollessaan kiinnitettyn&d ligandiin, kuten anti-
geeniin tai vasta-aineeseen,

b. tulisi olla mahdollista kiinnitt&dd se, vaikuttamatta sen
middritykseen, ligandiin, kuten antigeeniin tai vasta-aineeseen,ja
c. kerran kiinnitettynd se ei saisi merkittdvdsti muuttaa

ligandin ominaisuuksia.

Erditd lupaavimpia vaihtoehtoisia merkkiaineita ovat joko

aineet,jotka itse pystyvidt osallistumaan reaktioon, jonka
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vaikutuksesta syntyy luminesoivan valon siteilyi, tai aineet,
Jotka sopivalla tavalla késiteltyind synnyttivit yhdisteitd,
jotka kykenevdt osallistumaan luminesenssireaktioon. Kemilumi-
nesenssireaktio (kemiallinen reaktio, joka johtaa luminesoivan
valon sdteilyyn) on yleensid riitt#vin kestdvd, jotta on mahdol-
lista havaita ja mitata s&teilevi valo ja tdten mahdollistaa
merkityn aineen ml3rin miiritt&minen. Toisaalta luminesenssin
mittaaminen on nopea prosessi ja se voidaan suorittaa muutamassa
sekunnissa verrattuna radioaktiivisuuden mittaamiseen tarvitta-
viin useihin minuutteihin. Yhteenveto tisti aiheesta on esitetty
aikakausjulkaisussa T.P. Whitebead et al., Clinical Chemistry,
vol. 25.ss. 1531-1546 (1979).

Luminesenssia on kdytetty hyvidksi kolmessa tirkeissi luminesenssi-
eli luminometrisessa immunokoejirjestelmissi:

a) Organoluminesenssi- eli organoluminometrisissi immunokokeissa,
joissa on kdytetty kemiluminesoivia tai bioluminesoivia yhdistei-
td, jotka osallistuvat suoraan luminesenssireaktioihin (siis jotka
muuttuvat viritettyyn olotilaan ja sitten palautuva virittdmst-
tomddn olotilaan luovuttaen fotonin), ligandien, kuten proteii-
nien, hormonien, hapteenien, steroidien, nukleiinihappojen,
metaboliittien, antigeenien ja/tai vasta-aineiden merkitsemiseen.
Esimerkkejd sopivista kemiluminesoivista yhdisteitd ovat luminoli
ja isoluminoli; ja esimerkkej&d bioluminesoivista vyhdisteistd ovat
lusiferiinit ja lusiferaasit, ks. GB-patenttihakemusjulkaisut

2 008 247 A ja 2 026 690 A.

b) Luminesenssikatalysaattori- eli kofaktori-immunokokeet, joissa
on kdytetty luminesenssireaktioiden katalysaattoreita eli kofak-
toreita merkkiaineina. Esimerkki sopivasta katalysaattorista on
peroksidaasientsyymi.

c) Entsyymiin sidotut immunokokeet, joissa luminesenssireaktioi-
ta on kdytetty entsyymimerkkiaineiden vaikutuksesta sopiviin
substraatteihin syntyvien tuotteiden mddritykseen. Esimerkkini
tdmdntyyppisestd immunokokeesta on vasta-aineeseen kytketyn
glukoosiocksidaasin mé&ritys saattamalla entsyymi/vasta-aine-
reagenssi reagoimaan glukoosin kanssa vetyperoksidin muodosta-
miseksi ja sitten mittaamalla syntyneen vetyperoksidin mdidri
lisddmdlld luminolia sdddetyissd olosuhteissa luminesenssireak-
tion aikaansaamiseksi.
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Edelld esitettyjen immunokokeiden herkkyys mddrdytyy osaksi
merkkiaineen tai merkkiainetuotteen midrityksen alarajan mukai-

sesti.

Luminesenssi- tai luminometristen immunokokeiden tapauksessa
jirjestelmdn herkkyys on osaksi riippuvainen luminesenssireaktion
siteilemidsti valosta merkityn aineen yksikkdd kohti. Tdmdén
keksinndn er#inid tarkoituksena on saada aikaan luminesenssi-

eli luminometrinen immunockoe, jolla on parannettu herkkyys,

joka on saatu aikaan m#&ritt&m&lld merkitty aine tai merkkiaineen

tuote esilld olevan parannetun luminesenssireaktion vdlitykselld.

EP-patenttihakemusjulkaisusta 0 070 686 A tunnetaan mddritys-
menetelmi, jossa kemiluminesenssireaktiosta vapautuvaa energiaa
kdytetddn fluoresoijan (nk. absorboija-sdteilijd) virittdmiseksi.
Syntynyt fluoresoiva s#dteily mitataan. Julkaisun mukaan analyy-
sin herkkyytt#d parannetaan. Ajatus perustuu siihen, ettd
ainoastaan kun fluoresoijaan sitoutunut ensimmdinen vasta-aine
ja peroksidaasiin sitoutunut toinen vasta-aine sitoutuvat samaan
antigeeniin niin voidaan havaita fluoresoivaa sdteilyd. Toisin
sanoen se tekiji, joka aikaansaa parannetun herkkyyden, on fluo-
resoijan (absorboija-sédteilijd) ja kemiluminesenssireaktion
reagenssin (peroksidi) saattaminen l&heiseen kosketukseen tois-
tensa kanssa. Kemiluminesoiva sdteily suodatetaan pois, jotta

fluoresoiva sidteily voidaan mitata.

GB-patenttijulkaisusta 2 095 830 A tunnetaan samoin mddritys-
menetelmd, jossa kemiluminesenssireaktiosta vapautuvaa energiaa
kdytetddn fluoresoivan yhdisteen virittdmiseksi. Luminolilla
merkitty vasta-aine saatetaan reagoimaan fluoreseiinilla

merkityn antigeenin kanssa. Lis#8tddn peroksidaasia ja vety-
peroksidia. Mitataan valon sdteily fluoreseiinin fluoresenssi-
aallonpituudella (joka on suurempi kuin luminolin kemiluminesenssi-
aallonpituus).

Esimerkkejd kokeista, jotka eivét ole immunokokeita, mutta Jjoissa

voidaan k&yttdd luminesenssireaktiota, ovat:
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a) Elastaasikoe, joka perustuu peroksidaasin vapautumiseen
liukenemattomasta peroksidaasi-elastiini-valmisteesta,

b) glukoosikoe, joka perustuu koimmobilisoituun glukoosioksi-
daasiin ja peroksidaasiin, ja

c) peroksidaasi-entsyymin, 2,3-dihydro-1,4~ftalatsiinidionin,
6-hydrobentsotiatsolin tai hapettimen, kuten vetyperoksidin koe,
jolloin ndmé aineet eivdt ole merkkiaineita eivitks merkkiaineen
tuotteita.

Artikkelissa D. Slawinska et al., Int. Symp. Anal. Appl. Biolumin.
Chemilumin., toim.Schram ja Stanley (1979), ss. 239-257, josta

on esitetty tiivistelmd julkaisussa Chemical Abstracts, vol.

93 (1980), 64280 u, on raportoitu kokeista, joissa on suoritettu
luminesenssireaktioita kdyttiden luminolia, erilaisia polyfenoleja
tai tulikdrpds-lusiferiinia yhdessi vetyperoksidin ja peroksidaa-
sin kanssa peroksidaasin md&rittimiseksi. Tulikdrpds-lusiferiini
synnyttdd 10 mM H202:n ldsndollessa voimakkaita kemiluminesenssi-
huippuja. Voimakkailla kemiluminesenssihuipuilla tarkoitetaan
hyvin nopeata, lyhytik&istd ja nopeasti vaimentuvaa valon sdteilyd,
eli valon leimahduksia. T&llaiset leimahdukset ovat herkkii
reagenssien sekoitusnopeudelle ja vaativat, etti reagenssit sekoi-
tetaan detektorin edelld hyvin nopeasti, tehokkaasti ja tarkoin
toisinnettavissa olevalla tavalla. Ne vaativat my&skin mittausten
tdsmdllisen ajoituksen tarkkojen tulosten saamiseksi. Tdllaiset
ehdot rajoittavat huomattavasti reaktioiden kdyttdkelpoisuutta
analyyseissi.

Esilld olevan keksinn®én laajimman aspektin mukaan on tidten saatu
aikaan parannettu aineen luminesenssi- tai luminometrinen mi&dri-
tys saattamalla peroksidaasi-entsyymi, hapetin ja kemiluminoiva
2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni reagoimaan luminesenssireaktiossa
aineen mddrédn toteamiseksi, havaitsemiseksi tai paikallistamiseksi,
jolle m&ddritykselle on tunnusomaista se, ettd luminesenssireaktion
herkkyyttd parannetaan 6-hydroksibentsotiatsolin l&dsndololla, jolla
on yleinen kaava II

a S 1T
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jossa X1, X, ja X3 ovat jokainen H ja R on H, CN tai tiatsoli-

substituentti, jolla on yleinen kaava III

5
N =
/, TX4 IIT
o=,
X7
jossa X4 on COOH ja X5, X6 ja X7 ovat jokainen H, tai X4 ja X5
ovat yhdessd O ja X6 ja X7 ovat kumpikin H tai X4 on COQOOH, X5

ja x6 edustavat kaksoissidosta ja X7 on H.

Mddritys on edullisesti immunoanalyysi, mutta keksintdi voidaan
my&skin soveltaa edelld mainittuihin kokeisiin. Esillid oleva
keksintd perustuu siihen yllHttHviin havaintoon, ettd tiettyjen
6-hydroksibentsotiatsolien lis#iminen tunnettuun 2,3-dihydro-~
1,4—ftalatsiinidioni/hapetin/peroksidaasi-jérjestelméén merkit-

tdvdsti parantaa aikaansaadun luminesenssireaktion herkkyytta.

Tdssd selityksessd termi "parannettu" tarkoittaa sitd, ettd

esilld olevan luminesenssireaktion valon sdteily ja/tai esilléd
olevan luminesenssireaktion signaalin suhde taustaan on suurem-

pi kuin se, joka saadaan aikaan 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidio-
ni/hapetin/peroksidaasi-jidrjestelmills 6-hydroksibentsotiatsolin
poissaollessa. Vain ne kokeet, joihin sisdltyy luminesenssireaktio,
joka on tdlld tavalla "parannettu", lankeavat esilli olevan

keksinn6n puitteisiin.

Esilld olevan jdrjestelmin erikoisena etuna on, etti 6-hydroksi-~
bentsotiatsolia lisididm&lli aikaansaatu parannus on spesifinen
reaktioille, joissa kidytet&in peroksidaasi~entsyymii.

Esilld olevan keksinn®dn mukainen kemiluminesoiva 2,3-dihydro-
1,4-ftalatsiinidioni (DPD) voi olla miki tahansa DPD, joka on
muutettu viritettyyn olotilaan kemiluminesenssireaktiolla

ja joka sitten palautuu virittimattSmiin olotilaan valoa sdteillen.
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Edullisesti 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni on yhdiste, jolla

on yleinen kaava

jossa R, on amino ja R, R3 ja R, ovat jokainen H tai R2 on amino
tai metyylilld, etyylilld tai 6-aminoheksyylilld substituoitu
amino ja R1, R3 ja R, ovat jokainen H tai R1 ja R2 ovat yhdessd
dimetyyliaminolla substituoitu bentsoryhmd ja R, ja R, ovat

kumpikin H.

Muoto, jonka kemiluminesoiva DPD ottaa keksinndén mukaisessa lumi-
nesenssireaktiossa, on riippuvainen kyseessd olevasta koetyypista.
Sellaisten kokeiden, kuten organoluminesenssi- eli organolumino-
metristen immunokokeiden ollessa kyseessd, joissa ftalatsiini-
dionia kdytetddn merkkiaineena, kemiluminesoiva DPD on 2,3-dihyd-
ro-1,4-ftalatsiinidionin substituoitu aminojohdannainen, jossa
aminoryhmid on kytketty ligandiin, kuten proteiiniin, hormoniin,
hapteeniin, steroidiin, nukleiinihappoon, metaboliittiin, anti-
geeniin tail vasta—~aineeseen. Aminoryhmd voi olla kytketty
ligandiin suoraan tai silloitusvarren vdlitykselld. Sopivat
silloitusvarret ovat alan ammattimiehille hyvin tunnettuja,

kuten kdy ilmi niiden selostuksesta GB 2 008 247 A:ssa ja

US 4 104 029:ssa. Sopiviin silloitusvarsiin kuuluvat hemi-
sukkinaatti-, hemiglutaraatti-, hemimaleaatti-, karboksimetyyli-,
glukoronidi-, merkaptoasetaatti- Ja karboksimetyylijohdannaisista
johdetut. Aminoryhmd voi olla kytketty ligandiin milld tahansa
hyvin tunnetulla menetelm&lld, joista muutamia on my&s selostettu
GB 2 008 247 A:ssa ja US 4 104 029:ssa. Mieluimmin kdytetyt
kytkentdmenetelmdt kdsittdvdt seka-anhydridien, karbodi-imidien

ja/tai aktiivisten estereiden kdyton.

Vaikkakin sellaisiin kokeisin, joissa kdytetdidn ftalatsiinidionia

merkkiaineena, soveltuvat kemiluminesoivat DPD:t voi olla mikd
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tahansa 2,3—dihydro—1,4-fta1atsiinidionin substituoituaminojoh—
dannainen, aminoryhmin ollessa kytketty ligandiin, mieluimmin
kdytetyt aineet ovat 5-amino—2,3-dihydro—1,4—ftalatsiinidioni
(luminoli) Jja 6-amino—2,3-dihydro—1,4—ftalatsiinidioni (iso-
luminoli), jolloin kummassakin tapauksessa aminoryhmi on kyt-

ketty ligandiin, etenkin vasta-aineeseen.

Muissa kuin ftalatsiinidionia merkkiaineena k&dyttidvissi kokeissa
kemiluminesoiva DPD voi olla 2,3-dihydro—1,4—ftalatsiinidioni,
etenkin edelld esitettyd mieluimmin kdytettyd tyyppis oleva,
joka ei ole kytketty ligandiin. T&ssi tapauksessa kemilumine-
soiva DPD voi olla vapaana liuoksessa tai kantajalle immobili-
soituna. Kaikkein mieluimmin kdytetyt aineet ovat luminoli

ja isoluminoli.

Keksinndn mukaisessa luminesenssireaktiossa voidaan kdyttdd mits

tahansa peroksidaasi-entsyymii Lfoka on International Union of
Biochemistry'n miidrittelemi donorina; vetyperoksidina; oksidoreduk-

taasina (EC No. 1.11.1.7)7, joka katalysoi 2,3-dihydro-1,4-ftalat-
siinidionin luminesenssi;eaktiota, etenkin luminolia. Esimerkkini
mainittakoon kasviperoksidaasit. Entsyymi on mieluimmin piparjuuri-
peroksidaasi (EC No. 1.11.1.7).

Peroksidaasi-entsyymin keksinn&n mukaisessa luminesenssireaktiossa
ottama muoto on riippuvainen kyseessd olevasta koetyypistd. Ko-
keiden, etenkin immunokokeiden ollessa kyseessd, joissa peroksidaasia
kdytetdsn merkkiaineena, se kytketdin ligandiin, kuten proteiiniin,
hormoniin, hapteeniin, steroidiin, nukleiinihappoon, metaboliittiin,
antigeeniin tai vasta-aineeseen. Yleensd peroksidaasi kytket&din
ligandiin silloitusvarren vdlitykselld. Sopivia silloitusvarsia ja
kytkentdmenetelmid ovat edelli kemiluminesoivan DPD:n vhteydessi
esitetyt.

Muiden kuin peroksidaasia merkkiaineena kiyttivien kokeiden ollessa
kyseessd, entsyymi on vapaassa muodossa, joko liuoksena tai kanta-
jalle immobilisoituna, kytkemdttd ligandiin.

Esilléd olevassa luminesenssireaktiossa voidaan kdyttdd mitd tahansa
hapetinta, joka reagoi 2,3-dihydro—1,4—ftalatsiinidionin kanssa,
etenkin luminolia tai isoluminolia, DPD:n virityksen aikaansaamisek-
si niin, ettd se s&teilee valoa luminesenssireaktiossa. Kaikkein
mieluimmin k&ytettyji hapettimia ovat perboraatti-ioni ja vetyperok-
sidi.
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Kokeissa, etenkin immunokokeissa, joissa kdytetddn 2,3-dihydro-
1,4-ftalatsiinidionia tai peroksidaasi-entsyymi& ligandin merkki-
aineena, lis&tddn reaktioseokseen tunnettu mddrd hapetinta,

yvleensd omistajaldhteestd. Joissakin toisissa kokeissa on kui-
tenkin hapettimen, tavallisesti vetyperoksidin l4sndoleva middra

tuntematon. Tidssid toisentyyppisessd kokeessa merkkiaine on
aine, usein entsyymi, kuten glukoosioksidaasi tai laktaattide-
hydrogenaasi, joka osallistuu substraatin muuttamiseen hapetti-
meksi. T&ten tidssid tapauksessa esilld olevaa luminesenssireak-
tiota kidytetdin merkityn ligandin mddritykseen mittaamalla

hapettimen konsentraatio luminesenssireaktioseoksessa.

Keksinndn mukaisen luminesenssireaktion sdteilemd valo, vaikka-
kin se on riippuvainen ensisijaisesti peroksidaasin, hapettimen,
6-hydroksibentsotiatsolin ja kemiluminesoivan DPD:n valinnasta,
madriytyy myds sekundddrisistd tekijoistd, kuten ldmpdtilasta,
pH:sta, reagenssien konsentraatiosta, sekoitusnopeudesta ja
valonmittausmenetelmdstd. Esilld olevan jdrjestelmé&n herkkyyden
maksimoimiseksi nditd sekundddrisid tekijditd tulee sdatda siten,
ettd saadaan aikaan maksimaalinen valon sdteily reprodusoita-
valla ja helposti mitattavalla tavalla, signaalin suhteen taus-

tan ollessa mahdollisimman suuri.

Valitut olosuhteet ovat tavallisesti kompromissi peroksidaasin
entsyymi- tai katalyyttiaktiivisuuden, reaktiokinetiikan,
kdytetyn laitteen, signaali/taustasuhteen ja tarvittavan herk-
kyyden vdlills.

Keksijdt ovat todenneet, ettd parhaiden tulosten saavuttamiseksi
esillsd oleva luminesenssireaktio tulisi suorittaa kohtalaisissa
limpdtilaolosuhteissa alueella 10-50°C ja pH-alueella 6-10,
useimmiten 7-9. Sopivia puskuriaineita keksinndn mukaisessa
menetelmidssi ovat fosfaatti, tris(hydroksimetyyli)-aminometaani,
2-amino-2-metyyli-1,3-propaanidioli, asetaatti, karbonaatti

ja boraatti.

Yleensi luminesenssireaktioseoksen reagenssien konsentraatiot
pidetdin vakiona, lukuunottamatta md&dritettdvdn aineen konsentraa-
tiota. Muuttuva tekijid voi esimerkiksi olla merkityn ligandin,

merkkiaineen tuotteen, hapettimen tai sitomattoman peroksidaadin

konsentraatio.
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Seuraavat reagenssien konsentraatiot ovat erikoisen sopivia

kdytettiviksi esilld olevassa luminesenssireaktiossa:

peroksidaasi 0,1 /ug - 5000 mg/1
hapetin 10 /umol - 30C mmol/1
6-hydroksibentsotiatsoli 0,01l mmol - 4 mmol/1
kemiluminesoiva DPD 0,5 /umol - 200 mmol/1

Esilld olevaa luminesenssireaktiota suoritettaessa tietyt nel-
jdstd olennaisesta reagenssista (jdttdmélla ainakin yksi

pois) pannaan koeputkeen. Luminesenssireaktio kdynnistetddn
sitten lis#&m&lli koeputkeen puuttuva(t) reagenssi(t). Satei-
levdn valon miirid voidaan mitata standardimittauslaitteella,
kuten fotomultiplikaattoriputkella, jonka signaali syOtetddn
rekisterdintikojeeseen, oskilloskooppiin tai skalaariin ilmais-
tavaksi tai rekisterditdviksi. Valo voidaan joissakin tapauk-
sissa myds todeta paljain silmin tai rekisterdidd valokuvaus-
levylld. Mieluimmin valon mddrd kuitenkin mitataan luminomet-
rilld, joka on GB-patenttihakemuksessa 2 025 609A kuvattua

tyyppia.

Keksinndn mukaista luminesenssireaktiota voidaan kdyttdd immuno-
kokeen kolmessa p#idtyypissd, joiden tunnusomainen piirre on
kulloinkin ligandiin kiinnitetyn merkkiaineen tyyppi. Merkki-
aineet ovat

a. 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin substituoitu aminojohdan-
nainen, jossa aminoryhmd on kytketty ligandiin,

b. peroksidaasi-entsyymi, ja

c. muu aine kuin a- ja b-kohdissa esitetyt ja yleensd entsyymi,
kuten glukoosioksidaasi tai laktaattidehydrogenaasi, joka osal-
listuu substraatin muuttamiseen aineeksi, joka voidaan mddrit-
tdi esilld olevalla luminesenssireaktiolla (yleensd vety-

peroksidi tai perocksidaasi).

Edelld esitetyissd immunokokeissa tutkittavan aineen tai sen
vasta-aineen merkitseminen on mahdollista. Riippuen kdytetyn

merkkiaineen tyypistd koe voi olla joko heterogeeninen tai
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homogeeninen. Ensin mainitussa tapauksessa voidaan analysoida
moniainenesteiti kuten seerumia, mutta jdlkimmdisessd tapauk-
sessa saattaa kuitenkin alustava uutto- tai puhdistusvaihe

olla tarpeellinen.

Seuraavassa esitetddn tyypillisii heterogeenisid ja homogeeni-

sid luminesenssi- tai luminometrisii immunokokeita:

1. Heterogeeninen luminesenssi- tai luminometrinen immunokoe

Témdn tyyppisessd immunokokeessa tutkittava aine saatetaan rea-
goimaan vasta-aineensa kanssa. Vapaa vasta-aine erotetaan sitten
sidotusta vasta—aineesta. Reaktion kvantitatiivinen mddritys suoritetaan
merkitsemdlld joko vasta-aine, tutkittava aine tai muu molekyy-
li, joka kykenee reagoimaan vapaan tai sidotun aineen kanssa
erottamisen jdlkeen.

2. Kilpaileva heterogeeninen luminesenssi-immunokoe

Tdssd tapauksessa sekoitetaan tutkittavan aineen tuntematon
mddrd saman merkkiaineeseen kytketyn aineen tunnetun miirin

ja sen vasta-aineen tunnetun, mutta rajoitetun mddrdn kanssa.
Tapahtuu merkityn ja merkitsemitt®min aineen kilpaileva reaktio
vasta-aineen kanssa. Vasta-aineen ja merkitsemittdmin aineen
kompleksi ja vasta-aineen ja merkityn aineen kompleksi erotetaan

vapaasta merkitystd ja merkitsemdttOmistid aineesta.

Vasta-aineeseen sidotun merkityn aineen miirin suhde merkitse-
mdttdmdn aineen mi&r&ddn liuoksessa todetaan. Nimi mdarat
voidaan todeta joko mittaamalla vasta-aineeseen sidotun merkki-
aineen mddrd tai mittaamalla jdljelle jd&vadn merkityn aineen
mddrd. Esimerkkeji tdmdntyyppisestid kokeesta, jossa peroksi-
daasi on merkkiaineena ja vasta-aine on sidottu kiintedin faa-
siin lasisen koeputken seinien vilitykselli, on esitetty GB~
julkaisussa 2 044 927A.

3. "Kaksi-kohta" heterogeeninen luminesenssi-immunokoe

Tdmdntyyppisessd immunokokeessa tutkittava aine sidotaan ensin

merkitsemdttomddn vasta-aineeseensa, joka vuorostaan sidotaan
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kiintedfaasiseen kantajaan, kuten muoviin. Kompleksia (vasta-

aineen ja aineen) ké&sitellddn sitten merkitylld vasta-aineella.

Saadun kiinted&n kompleksiin sis8ltyvdn merkityn vasta-aineen
analyysi voidaan sitten suorittaa erottamalla kiinted kompleksi
liuoksesta ja sen jdlkeen mddrittdmilld joko erotettuun kiin-
teddn kompleksiin sisdltyvdn merkkiaineen midrid tai liuokseen

liuenneen j&ljelld olevan merkityn vasta-aineen mi3iri.

Tamdntyyppisen immunokokeen vaihtoehtoisissa suoritustavoissa

tutkittava aine voidaan joko sitoa per&dkk&in merkittyyn vasta-
aineeseen ja merkitsemdattomddn, kiinteddn kantajaan sidottuun vasta-
aineeseen tai sitoa sekd merkittvyn ettd merkitsemittdmiin

vasta~aineeseen yhdessd sidontavaiheessa.

4. Homogeeninen luminesenssi- tai luminometrinen immunokoe

Tdmd on sovellettavissa immunokokeisiin, joissa merkkiaine on
2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin amino- tai substituoitu amino-
johdannainen. Koe perustuu siihen, ettd kiinnostavan merkityn
aineen (tai sen vasta-aineen) sdteilemd valo eroaa voimakkuu-
deltaan tai aallonpituudeltaan kiinnostavan sidotun merkityn

aineen (tai sen vasta-aineen) siteilemdsti valosta.

Erddssd esimerkissd todettiin, ettd (progesteroni-isoluminoli-
johdannaisen) konjugaatin, hemokatalysaattorin ja vetyperoksidin
reaktiosta s&dteilevédn valon voimakkuus oli vdhidisempi kuin
samasta reaktiosta anti-progesteroni IgG:n l&sndollessa sitei-

levd@n valon.

Kokeessa inkuboitiin t&ten ensin tuntematon progesteronindyte
anti -progesteroni IgG:n tunnetun miirdn kanssa. Kun tasapaino-
tila oli saavutettu lis&ttiin tunnettu mdiri (progesteroni-
isoluminoli-deriv) konjugaattia ja sen jilkeen tunnettu midri
hemid ja vetyperoksidia. Sdteilevd valo mitattiin ja t&118in
mddritettiin tuntemattomaan nidytteeseen sisiltyvin progestero-
nin mddrd standardiké&dyrdstd. (Mitd enemmidn progesteronia

sisdltyy tuntemattomaan n&dytteeseen, siti vihemmin vapaata IgG :té
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jdd tasapainotilassa ja sitd pienempi on luminesenssireaktion

valon mddri.)

Tdlld tavalla voidaan progesteronin miidritys saada aikaan

tarvitsematta erotusvaihetta.

Kaikissa edelld esitetyissd immunokokeissa mdidrdn toteamis-
vaiheena, havaitsemis- tai paikallistamisvaiheena voi olla

keksinn®n mukainen luminesenssireaktio.

Edelld esitetyissd immunokokeissa k&ytettyji vasta-aineita
voidaan ostaa tai valmistaa tunnetulla immunologiatekniikalla.
Vasta~-aineet voivat olla vasta-aineiden moniaineisina seoksina
tai yhtend tai useampana monokloonisena vasta-aineena. Tavalli-
sesti tarvitaan vain pientd md&dr&dd vasta-ainetta ja sitd sdily-
tetddn sen aktiivisuuteen ndhden sopivissa pH-, ionivikevyys-

ja la@mpodtilaolosuhteissa.

Seuraavien ei-tyhjentdvédsti lueteltujen aineiden vasta-aineita
voidaan edullisesti kdyttdd esillid olevaa luminesenssireaktiota
hyvdksi kdyttdvissd immunokokeissa: proteiinit, kuten insuliini,
alfafetoproteiini ja ferritiini, hormonit, kuten kasvuhormoni,
paratyroidihormoni, follikkelia stimuloiva hormoni, lutenisoiva
hormoni, kilpirauhasta stimuloiva hormoni, adrenokortikotrooppi-
hormoni, glukagoni, prolaktiini ja kalsitoniini, hapteenit/steroi-
dit, kuten estrioli, progesteroni ja kortisoli, rohdokset,
kuten digoksiini, antigeenit, kuten solun pinta-antigeenit ja
kasvainalkionantigeeni javasta-aineet, kuten sikotautiviruksen
vasta-aine, humaani-immunoglobuliini G (IgG) kani-IgG, lammas-

IgG, marsu-IgG, aasi-IgG ja humaani-immunoglobuliinit E ja M.

Keksinndn mukaista luminesenssireaktiota voidaan myds k&dyttii
muissa kokeissa kuin edelld esitetyissd immunokokeissa. N&ihin

kuuluu:
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1. Elastaasikoe perustuen peroksidaasin vapautumiseen liuke-

nemattomasta peroksidaasi-elastiinivalmisteesta

Tdssd kokeessa kiinted elastiini-peroksidaasikonjugaatti inkuboi-
daan eri mddrilld elastaasi-entsyymid. Ennalta mddrdtyn ajan
kuluttua reagoimaton konjugaatti poistetaan linkoamalla ja

supernatantti tutkitaan sitoutumattomaan peroksidaasiin n&ihden.

Supernatanttiin sisdltyvd sitoutumattoman peroksidaasin midri

liittyy tutkitun ndytteen elastaasiaktiivisuuteen.

2. Proteinaasikoe perustuen isoluminolin vapautumiseen synteet-

tisestd peptidisubstraatista

Tdssd kokeessa kdsitellddn immobilisoitua synteettistid peptidi-
substraattia, Affi-geeli 10-Ala-Ala-Ala-Phe-isoluminolia vaihte-
levilla mddrilld proteinaasia. Ennalta mddrdtyn ajan kuluttua
poistetaan reagoimaton substraatti linkoamalla ja supernatantti
tutkitaan isoluminoliin ndhden. Supernatanttiin sisdltyvd madisri

isoluminolia liittyy tutkitun ndytteen proteinaasiaktiivisuuteen.

3. Glukoosikoe perustuen koimmobilisoituun glukoosioksidaa-

siin ja peroksidaasiin

Tdssd kokeessa glukoosioksidaasia ja peroksidaasia koimmonibili-
soidaan kantajalle, esimerkiksi sefaroosille tai muoviputkille.
Tdhdn lis&tdédn luminolin ja 6-hydroksibentsotiatsolin liuos.
Lopuksi lisdtddn glukoosin liuos ja valon sdteily rekisterdiddin.
Valon sdteily liittyy suoraan liuoksen sis&dltimidn glukoosin mii-

rddn.

Esilld olevaa koetta ja luminesenssireaktiota kdytetdin ensi-
sijaisesti kliinisissd laboratorioissa ja l&dkdriasemilla.
On tavallista, ettd tdllaiset laboratoriot ja/tai ldidkidriasemat

hankkivat tiettyyn kokeeseen kdytettidvit aineet koepakkauksena.

Esilld oleva keksintd koskee ndin ollen myds midritysvdlinesarjaa kdy-
tettdvdksi keksinndn mukaisessa parannetussa luminesenssi- tai
luminometrisessi mddritvksessd, joka vdlinesarja kdsittdi:



14 707238

a. peroksidaasientsyymin
b. 6-hydroksibentsotiatsolin, jolla on edelld esitetty yleinen kaava II,

c. kemiluminesoivan 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin.

Vdlinesarja voli myds sisdltdd hapettimen, mutta monessa tapauk-
sessa tdmd aine voidaan joko hankkia erikseen tai sen voi muo-

dostaa tutkittava aine.

Peroksidaasi-entsyymi, hapetin, 6-hydroksibentsotiatsoli ja kemi-
luminesoiva DPD ovat mieluimmin edelld kokeeseen kdytettdviksi
sopivimpina luetellut. Esilld olevan vdlinesarjan erikoisen
edullisessa sovellutusmuodossa ainakin toinen peroksidaasi-
entsyymistd ja kemiluminesoivasta DPD:sta on kytketty tutkittavan

aineen vasta-aineeseen.

Valinesarja voi haluttaessa my&s sisdltdd yhden tai useamman stan-
dardiliucksen, joista jokainen sisdltdd tunnetun mddrdn tutkit-
tavaa ainetta, ja/tai yhden tai useamman sopivimmin kdytett&vén
puskuriliuoksen. Vdlinesarja voi edullisesti myds sisdltdd reak-
tiocastian, joka sopii kdytettdvdksi koetta suoritettaessa sdtei-
levdn valon m8dritykseen kdytetyn kojeen kanssa. Vdlinesarjaan
voidaan my6s sisdllyttdad sekoituslaite, jota voidaan kdyttdid
varmistamaan, ettd reagenssit sekoittuvat tarkoituksen mukaisella
tavalla.

Keksinn®én mukainen koe, luminesenssireaktio ja vdlinesarja esite-
tddn seuraavassa vain esimerkkimielessd viittaamalla piirustuk-

siin, joissa

kuva 1 esittdd peroksidaasilla merkityn antji-AFP:n laimennus-
kdyréasa,

kuva 2 esittdid valon sdteilyd kanin anti-humaani-AFP/HRP:sta, jo-
ka on immobilisoitu vasta-aineella p&ddllystetyille helmille,
tulikdrpds~-lusiferiinin ldsndollessa tai poissaollessa,

kuva 3 esittdi vertailua signaali/tausta-suhteen vdl1illd AFP:n

luminesenssi- ja kolorimetrisessd mddrityksessd, ja

ja
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kuva 4 esittdd vertailua valon sdteilyn ja absorboinnin muutos-
ten vdlilld suurenevalla T4-luminesenssi- ja kolorimetrisessi

mddrityksesssi.

Aineet ja menetelmit

Reagenssit

Piparjuurioksidaasin LﬁRP, puhtausluku (A403:n suhde A250:een,
RZ) noin 1,97 toimitti Hughes and Hughes Ltd. Romford, Essex, UK,
ja se puhdistettiin geelisuodatuksella kdyttden 2,6 x 40 cm

AcA 34-kolonnia (LKB Instruments Ltd. South Croydon, Surrey, UK).
Kolonni eluoitiin k&yttden 0,015 moolia/l fosfaattipuskuria,

PH 7,2, joka sisdlsi 0,15 mooli/l NaCl. Saadun puhdistetun perok-

sidaasin RZ oli noin 3,0.

Alfafetoproteiinin (AFP), kanin anti-humaani-AFP:n (koodi
100-008) ja kani- ja vasta-humaani-AFP/HRP-konjugaatin toimitti
Dako Products, Mercia Brocades Ltd, Brocades House, Pyrford
Road, West Bufleet, Weybridge, Surrey.

Tyroksiinin (T4), kani-anti-T4:11a pddllystetyt pullot ja T4/
HRP-konjugaatin toimitti Boehringer Corporation, Lewes, Sussex,
UK.

Rubella-viruksella (humaani) pdédllystetyt helmet ja anti-
humaani-IgG (vuohi) /HRP-konjugaatin toimitti Abbott Laboratories
Ltd, Diagnostic Division, Bright-Hill Parade, Basingstoke,
Hampshire.

D-tuliké&rpds-lusiferiinin (4,5-dihydro-2-(6-hydroksi-2-bentso-
tiatsoli)-4-tiatsolikarboksyylihappo, tuote No. L5904, synteetti-
nen, kiteinen), naudan seerumialbumiinin (BSA, tuote A4503) ja
2-amino-2-metyyli-1l,3-propaanidiolin (AMP, tuote No. A9754)
toimitti Sigma Chemical Co, Poole, Dorset, UK.

Luminolin (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni) ja isolumino-
lin (6-amino-2.3—dihydro-l,4—ftalatsiinidioni) toimitti Sigma
Chemical Co, Fancy Road-Poole, Dorset, UK. Luminolin mono-
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natriumsuola valmistettiin edelld esitetylld tavalla (Ham et al.,
Anal.Lett. 1979, 12, 535).

7-dimetyyliaminonaftaleeni=-1l,2-dikarboksyylihappohydratsidin
(kaava I, Rl ja R2 muodostavat yhdessd dimetyyliamino~-substituoi-
dun bentsoryhmén, R3 = R4 = H) toimitti Boehringer Mannheim.

N-(6-aminoheksyyli-N-etyyli)isoluminolin toimitti LKB, Suomi.

Tween-20 toimitti Koch-Light Laboratories Ltd, Colnbrook, Bucks,
UK.

2,2'-atsinodi-(3-etyylibentstiatsoliini-6~-sulfonaatti) (ABTS)

toimitti Boehringer Corporation, Lewes, Sussex, UK.

Elastiinin, elastaasin ja glukoosioksidaasin toimitti Sigma
Chemical Co, Dorset. Syanogeenibromidin toimitti Aldrich
Chemical Cl, Gillingham.

6-hydroksibentsotiatsoli saatiin lahjana Chemistry Dept:lta,

University of Birmingham.

2-syano-6-hydroksibentsotiatsoli ja dehydrolusiferiini valmis-
tettiin Methods of Enzymology'ssa, Vol LVII "Bioluminescence and
Chemiluminescence", M. DeLuca, Academic Press, Lontoo, 1978,

s. 15-28 kuvatulla menetelmdllsd.

Oksilusiferiini valmistettiin Bitler et al:in, Arch.Biochem.
Biophys., 1957, 72, 358, menetelmdlls.

Kaikki muut reagenssit olivat mik&li mahdollista analyysipuhtai-
ta ja ne toimitti BDH Ltd, Dorset, UK. Tuoreeltaan lasiin tis-

lattu vesi puhdistettiin lisdd syottdamdlld 2,6x 40 cm Amberlite

MB-1 sekaioninvaihtohartsikolonnin 1ldpi (BDH Ltd, Poole, Dorset,
UK) .
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Analyvysikojeisto

Kemiluminesenssireaktiot suoritettiin 10 mm x 10O mm, tilavuus

4 ml, muovisissa kertakdyttdkyveteissd (W. Sarstedt Ltd, Leices-
ter, LE 3 1 UQ, UK). Sidteilevin valon miirid todettiin aikaisem-
min selostetulla luminometrilld (Carter et al, GB 2 025 609 A),
joka oli modifioitu niin, ettid useita kyvetteji voitiin perdkkdin
asettaa paikoilleen, tarkasti ja reprodusoitavasti, fotomultipli-
kaattoriputken fotokatodin eteen. Tulokset rekisterditiin nopeaan
potentiometriseen korttirekisterdintikojeeseen (Tyyppi PM 8202,
Philips, Eindhoven, Hollanti; tdysiasteinen taittecaika alle

0,25 s).

Esimerkki 1 - Peroksidaasin luminesenssikoe

Alustavissa kokeissa 10 /ul tulikdrpds-lusiferiinia (0,01-1,0

g/l 0,1 mooli/l AMP-puskuria pH 8,9, sisiltden 1 mmooli/l

Mgclz), 10 /ul luminolia (0,0003-30 g/l vedess&d), 10 /ul H202
(3-300 mmoolia/l vedessi) ja 10 /ul HRP (0,05-5000 mg/1 0,015
mooli/l fosfaattipuskurissa, pH 7,2, sisdltden 0,14 mooli/l
NaCl, 2 g/1 BSA ja 0,5 g/1 Tween 20) sijoitettiin kukin 10 mm x
10 mm muovikyvetin eri nurkkiin antamatta niiden sekoittua.
Luminesenssireaktio kdynnistettiin sitten injektoimalla 1 ml
puskuria (0,1 mooli/l glysiini-NaOH, pH 8,6-12,5; 0,1 mooli/l

- glysyglysiini-NaOH, pH 7,5-9,0: Tris-HCl, pH 7,2-8,5; tai 0,1
mooli/l AMP, pH 7,5-9,5) ja valopiikki mitattiin.

Kun tdssd edelld esitettyd analyysimenetelmidi kidyttdvissi kokees-
sa kdytettyjen reagenssien konsentraatiot oli optimoitu, kdy-
tettiin yksinkertaistettua koemenetelm&i alhaisten HRP-
konsentraatioiden mittaamiseen. Natriumluminolia (50 mg) ja
vetyperoksidia (62 /ul, 30 % p/t) lisdttiin 200 ml:aan Tris-
puskuria (0,01 mooli/l, pH 8,0), joka sisdlsi kaliumkloridia
(0,15 mooli/l). Liuos valmistettiin useita tunteja ennen kayt-
t6d ja sitd kdytettiin luminesenssireaktion kdynnistimiseen.

10 /ul tulik&drpds-lusiferiinia (1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,01
mooli/l, pH 8,0) sijoitettiin kyvetin yhteen nurkkaan ja 10 /ul
anti —AFP/HRP-konjugaattia sijoitettiin toiseen nurkkaan.
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Reaktio kdynnistettiin injektoimalla luminoli/HZO ~-reagenssia

2
(0,9 ml). Valon sdteily 30 sekunnin kuluttua tai valopiikki

mitattiin.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin
paitsi ettd 6-hydroksibentsotiatsoli DMSO:ssa korvasi tuli-
kdrpds-lusiferiinin.

Esimerkki 3

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin
paitsi ettd 2-syano-6-hydroksibentsotiatsoli DMSO:ssa korvasi

tulikdrpds~lusiferiinin.

Esimerkki 4

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin
paitsi ettd N-(6-aminoheksyyli)-N-etyyli-isoluminoli korvasi
luminolin.

Esimerkki 5

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin

paitsi ettd isoluminoli korvasi luminolin.

Esimerkki 6

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin
paitsi ettd luminoli korvattiin 7-dimetyyliamino-naftaleeni-l,2-
dikarboksyylihappohydratsidilla (9-dimetyyliamino-2,3-dihydro-
bentsol7i7ftalatsiini-l,4-dioni) ja ftalatsiinidioni/H202
laimennettiin 1:10 ennen kdayttoa.

Esimerkki 7

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu menettely toistettiin

paitsi ettd vetyperoksidi korvattiin natriumperboraatilla.

Esimerkki 8 - anti-AFP/HRP-konjugaattikoe
Natriumluminolia (50 mg) ja vetyperoksidia (62 /ul, 30 % p/t)
lisdttiin 200 ml:aan Tris-puskuria (0,01 mooli/l, pH 8,0), joka
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sisdlsi kaliumkloridia (0,15 mooli/l). Liuos valmistettiin
useita tunteja ennen kdyttdd ja sitd kdytettiin luminesenssi-
reaktion kdynnistédmiseen. 1O /ul tulikdrpds-lusiferiinia

(1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,01 mooli/l, pH 8,0) sijoitettiin
kyvetin yhteen nurkkaan ja 10O /ul anti-AFP/HRP-konjugaattia
sijoitettiin toiseen nurkkaan. Reaktio kdynnistettiin injek-

toimalla luminoli/HZO -reagenssia (0,9 ml). Valon sidteily

2
30 sekunnin kuluttua tai valopiikki mitattiin.

Kuvassa 1 esitetddn peroksidaasilla merkityn anti-AFP:n lai-
mennuskdyrd. T&mdn reaktion signaali/taustasuhteet on esitetty

taulukossa 1.

Esimerkki 9 (Vertailu)

Noudatettiin esimerkin 8 mukaista menettelyd paitsi ettei kidy-

tetty tulikirpds-lusiferiinia. T&mdn reaktion signaali/tausta-

suhteet on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1
Luminolin, vetyperoksidin, anti-AFP/HRP-reaktion pH-arvossa 8,0

signaali/taustasuhteen mittaaminen tulikdrpds-lusiferiinin ldsna-

ollessa ja poissaollessa

Luminoli/ Luminoli/H_O_/

H,0, tulikdrpas? 2
lusiferiini

Valon sdtei- Nédyte 135 1420
lyn piikki

Vertailu 15 170

Signaali/tausta-

suhde 9 8,4
Valon Nadyte 35 540
sdteily Vertailu 15 20
30 s
kuluttua Signaali/tausta-

suhde 2,3 27

Huomautus 1l: Valon siteily mitataan ulostulona (mV) fotomultipli-
kaattorin jidnnitteelld 1200 V. Kdytetty ndyte oli anti-AFP/HRP-
konjugaatin 1:10 OO0 laimennus.
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Huomautus 2: Valon sdteilyn mittaaminen 30 sekunnin kuluttua

mahdollisti signaali/taustasuhteen suurenemisen kertoimella
3 verrattuna tulikérpéds-lusiferiinin poissaollessa saatuun valo-
pPiikin signaali/tausta-suhteeseen.

Esimerkki 10 -~ AFP-koe

a. (1) Laajakaulaiseen 500 ml lasipulloon lisdttiin 125 ml
glysiini/NaOH-puskuria (0,1 mooli/l, pH 8,8) ja 0,25 g BSA. Liuos-
ta sekoitettiin sitten 2 tuntia pyOrivéssid sekoittimessa 20°C:ssa.
Témdn ajan jdlkeen pullo (ja sen kansi) huuhdeltiin glysiini-
puskurilla (3 x 50 ml) sitoutumattoman albumiinin poistamiseksi

ja annettiin sitten valua tyhjédksi.

(2) 1000 polystyreenihelmes pestiin Lipsol'lla (tavaramerkki,
1 %, 500 ml) 30 minuuttia. Pesun jdlkeen tislatulla vedelli
helmet sijoitettiin Bﬁchner-pulloon yhdessd 200 ml:n kanssa

glysiinipuskuria ja vapautettiin kaasusta.

(3) Glysiinipuskuria (400 ml) siirrettiin esipddllystettyyn
lasipulloon ja lisdttiin kanin anti~humaani-AFP (1,5 ml).
Liuosta sekoitettiin hyvin ja sitten lis#ttiin kaasusta vapau-
tetut helmet. Sekoitettiin pySrividssad sekoittimessa 6 tuntia
ZOOC:ssa.

(4) 6 tunnin kuluttua glysiinipuskuri-vasta-aineliuos dekantoj-
tiin ja helmet pestiin kahdesti 400 ml:l1la PBS (0,015 mooli/1
fosfaattia, 0,15 mooli/l NaCl, pH 7,2). Toisen PBS-pesunesteen
dekantoinnin j&dlkeen lisittiin BSA-liuos (0,5 %) PBS:ssa (400 ml).
Sekoitettiin uudelleen pydrivissi sekoittimessa 20°C:ssa.

30 minuutin kuluttua PBS-albumiiniliuos poistettiin ja lisdttiin
asetaattipuskuria (0,1 mooli/l, pH 4,2, 400 ml), joka sisdlsi
Tween 20 (tavaramerkki, 0,01 %). Sekoitettiin 10 minuuttia

ja sitten asetaattipuskuri korvattiin PBS~puskurilla, joka sisil-
si 0,05 % Tween'ii (2 x 400 ml). Lopuksi PBS dekantoitiin ja
helmet kuivattiin suodatinpaperilla 20°C:ssa 30 minuuttia. Helmet
sdilytettiin kierrekorkkipulloissa 4°C:ssa.
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b. (1) Riittdvd mddrd vasta-aineella p&dillystettyjid helmii

(vaihe a. edelld) PBS:ssa vapautettiin kaasusta 15-30 minuuttia.

(2) 50 /ul AFP sisdltdvdd standardia tai ndytettd lisdttiin
kyvettiin yhdessi 0,95 ml:n kanssa PBS/BSA/Tween (fosfaatti
0,015 mooli/1l, NaCl 0,15 mooli/l, BSA 0,2 %, Tween 20 0,05 %,
PH 7,2). Liuos ld&mmitettiin 37°C:een ja inkuboitiin sitten

helmilld tunnin ajan.

(3) Liuos dekantoitiin sitten ja helmet pestiin PBS/Tween'lla
(200 ml 15 s, sitten 200 ml 5 min).

(4) Helmet inkuboitiin sitten 0,9 ml:1la kanin anti -humaani-
AFP/HRP-konjugaattia-laimennus 1:1000, tunnin ajan. (Konju-
gaatti oli laimennettu PBS/BSA/Tween'lla ja ennen lisdidmistd

helmiin l&mmitetty 37OC:een).

c. (1) Liuos dekantoitiin uudelleen ja helmet pestiin deionisoi-
dulla, tislatulla vedelld 2 min. Veden dekantoinnin jidlkeen
helmet siirrettiin varovasti kyvetteihin (yksi kyvettid kohti).

(2) Jokaisen kyvetin yhteen nurkkaan sijoitettiin my®s 10 /ul
tulik&drpads-lusiferiinia (1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,01 mooli/1,
PH 8,0).

Luminesenssireaktio kdynnistettiin injektoimalla 0,9 ml luminoli/
H,0,-liuosta /natriumluminoli (50 mg), Hy0,, (62 ,jul, 30 % p/t),
Tris (0,01 mooli/l, pH 8,0, 200 ml), kaliumkloridi (0,15 mooli/l)7.
Valon sdteily 30 s kuluttua mitattiin ja se on esitetty kuvassa

2. Signaali/taustasuhteen vertailu suurenevalla AFP-konsentraa-

tiolla on esitetty kuvassa 3.

Esimerkki 11 (Vertailu)
Esimerkin 10 mukainen menettely toistettiin paitsi ettei kidytetty

tulikdrpds-lusiferiinia luminesenssireaktiossa. Valon sidteily

30 s kuluttua mitattiin ja se on esitetty kuvassa 2.
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Esimerkki 12 (Vertailu)

Esimerkin 10 mukainen menettely toistettiin paitsi etti
peroksidaasilla merkitty anti-AFP mddritettiin seuraavalla

kolorimetrisella menetelmdlld.

ABTS (0,55 g) liuotettiin asetaattipuskuriin (500 ml, O,1 mooli/1,
pH 4,2), joka sisdlsi 0,01 % Tween 20. Vetyperoksidia (2,83 ml,
30 % p/t) laimennettiin 100 ml:aan tislatulla vedelld. Na&ama
liuokset varastoitiin 4°C:ssa. Vélittomdsti ennen kdyttdd 1 ml
H202—liuosta sekoitettiin ABTS-1liuoksen kinssa ja 0,9 ml saatua
seosta inkuboitiin kunkin helmen kanssa /esimerkin 10 vaiheesta

c (1)7 37°C:ssa 30 min h&mmentden. T&émdn inkubointijakson
jdlkeen absorbointi 405 nm:ssa mitattiin ndyte-entsyymisubstraat-
tiliuosta vastaan. Signaali/taustasuhteen vertailu suurenevalla

AFP-konsentraatiolla on esitetty kuvassa 3.

Esimerkki 13

Esimerkin 10 mukainen koe toistettiin paitsi ettd tulikdrpds-

lusiferiini korvattiin 6-hydroksibentsotiatsolilla DMSO:ssa.

Esimerkki 14

Esimerkin 10 mukainen koe toistettiin paitsi ettd tulikdrpds-
lusiferiini korvattiin 2-syano-6-hydroksibentsotiatsolilla
DMSO:ssa.

Esimerkki 15 - T4-koe

T4 midritettiin kdyttden kilpailevaa entsyymikytkettyd immuno-
absorbointikoetta. MerkitsemdttSmdn T4:n (ndyte tai standardi)
ja T4/HRP-konjugaatin seos inkuboitiin rajoitetulla mddrdlla

anti —T4 pddllystettynd koeputkille.

Kun oli saavutettu tasapainotila, koeputket pestiin sitoutu-
mattomien komponenttien poistamiseksi ja sitten lisdttiin 10 /ul
tulikdrpids-lusiferiinia (1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,0l mooli/1,
pH 8,0) jokaiseen koeputkeen. Luminesenssireaktio kdynnistettiin
injektoimalla 0,9 ml luminoli/Hzoz—liuosta Lﬁatriumluminoli

(50 mg), H202 (62 /ul, 30 % p/t), Tris (0,01l mooli/l, pH 8,0,
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200 ml), kaliumkloridi (0,15 mooli/ll7. Valon sdteily 30 s
kuluttua mitattiin. Valon sdteilyn muuttuminen suurenevalla T4-

konsentraatiolla on esitetty kuvassa 4.

Esimerkki 16 (Vertailu)
T4 mddritettiin kdyttden kilpailevaa entsyymikytkettyd immuno-

absorbointikoetta. T4:n (ndyte tai standardi) ja T4/HRP-konju-
gaatin seos inkuboitiin rajoitetulla mdiridllid kanin anti-T4

padllystettynd koeputkille.

Kun tasapainotila o0li saavutettu ja ylimddrin olevat reagenssit
poistettu, lisdttiin 1,0 ml fosfaatti/sitraattipuskuria (pH 5,0),
joka sisdlsi 9,1 mmooli/l ABTS ja 1,47 mmooli/l natriumperboraat-
tia, ja sitd kdytettiin kussakin koeputkessa olevan vasta-aine-
T4-HRP-kompleksin mddrdn mddrittidmiseksi inkuboimalla 60 min
25°C:ssa. Absorboinnin 420 nm:ssa muutoksen vertailu suurene-

valla T4-konsentraatiolla on esitetty kuvassa 4.

Esimerkki 17 - Anti-rubella IgG-koe

Anti -rubella IgG sisdltdvd koendyte inkuboitiin rubella-viruk-

sella (humaani) pd&dllystetyilld helmilld Tris-puskurissa. Pesun
jdlkeen reagoimattomien komponenttien poistamiseksi helmet inku-
boitiin anti-humaani IgG (vuohi) /HRP-konjugaatilla, tdmdkin

Tris-puskurissa.

Liuos dekantoitiin ja helmet pestiin deionisoidulla tislatulla
vedelld. Pestyjen helmicn poistamisen jdlkeen vedestd ne siir-

rettiin kyvetteihin (yksi kyvettid kohti).

Jokaisen kyvetin nurkkaan sijoitettiin myds 10 /ul tulikdrpads-
lusiferiinia (1 mg/ml) fosfaattipuskurissa (0,1 mooli/l, pH 8,0).
Luminesenssireaktio kdynnistettiin injektoimalla 0,9 ml luminoli/
H202—liuosta Lﬁatriumluminoli (50 mg), H202 (62 /ul, 30 & p/t),
Tris (0,0l mooli/l, pH 8,0, 200 ml), kaliumkloridi (0,15 mooli/l)7/.
Valon sdteily 30 s kuluttua mitattiin ja se on esitetty taulu-
kossa 2. Signaali/taustasuhteen vertailu suurenevilla vasta-

rubella IgG-konsentraatioilla on esitetty taulukossa 3.



24

70728

Esimerkki 18 (Vertailu)

Anti -rubella IgG sisdltdvd koendyte inkuboitiin rubella-
viruksella (humaani) pd&dllystetyilld helmilld Tris-puskurilla.
Pesun jdlkeen reagoimattomien komponenttien poistamiseksi helmet
inkuboitiin anti-humaani-IgG (vuohi) /HRP-konjugaatilla, t&mdkin

Tris-puskurissa.

Liuos dekantoitiin ja helmet pestiin deionisoidulla tislatulla
vedelld. Pestyjen helmien poistamisen jdlkeen vedestd ne siir-

rettiin kyvetteihin (yksi kyvettid kohti).

Kuhunkin helmeen sidotun merkityn vasta-aineen mddrd madritet-
tiin lisdd&mdlld kyvettiin o—fenyleenidiamiini/H202 Ssitraatti-
fosfaatti-puskurissa. Puolen tunnin kuluttua reaktio pysidy-
tettiin lisd&8mdlld kloorivetyhappoa ja absorbointi 492 nm:ssa
mitattiin. Tulokset on esitetty taulukossa 2. Signaali/tausta-
suhteen vertailu suurenevalla anti-rubella-IgG-konsentraatiolla

on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 2

Anti -rubella- Luminesenssi Kolorimetria
IgG-ndyte 30 s kuluttua sdtei- Absorbointi 492 nm:ssa
leva valo 30 min kuluttua
(mv, 1200 FM)
Negatiivinen
vertailu 8 0,06
Alhainen positii- 92 0,46

vinen vertailu
(HAI-tiitteri
noin 10)

Korkea positiivi=- 455 1,51
nen vertailu

(HAI-tiitteri

noin 80)
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Taulukko 3

Anti—rubella- Signaali/taustasuhde

IgG-ndyte Luminesenssi Kolorimetria
Negatiivinen 1 ) 1
vertailu

Alhainen positii- 11,2 8,5

vinen vertailu
(HAI tiitteri
noin 10)

Korkea positiivi- 55 28
nen vertailu

(HAI tiitteri

noin 80)

Esimerkki 19 - Elastaasikoe

Piparjuuri-peroksidaasia konjugoitiin jauhetun elastiinin kanssa
G.C. Saunders et al:n menetelmidlld, Analytical Biochemistry,
1982, 126, 122. 1 ml elastiini-peroksidaasi-suspensiota pestiin
ja tasapainotettiin 2 ml:ssa 0,01 mooli/1 Tris-puskuria (pH 9),
joka sisdlsi CaCl (2 mmooli/l), puoli tuntia 37%:ssa. Konju-
gaattiin llsattlln elastaasia (0-100 ng/ml) Tris-CaCl —puskurls—

sa ja inkuboitiin 37°C:ssa elastiini-HRP: lla.

60 minuutin kuluttua reagoimaton HRP-konjugaatti poistettiin
linkoamalla ja supernatantin alikvootti siirrettiin ja lingot-
tiin uudelleen. 20 /ul supernatanttia poistettiin ja sijoitet-
tiin kyvettiin ja valon s&dteily k3ynnistettiin lisdimilli 0,9 ml
luminoli/H202/6—hydroksibentsotiatsoliliuosta /natriumluminoli
(50 mg), H202 (62 /ul, 30 % p/t), 6-hydroksibentsotiatsoli

(2 ml, 1 mg/ml DMSO:ssa) 200 ml:ssa Tris-puskuria (0,1 mooli/1,
pPH 8,0)7/. Valon s&dteily 30 s kuluttua mitattiin.

Esimerkki 20

Esimerkin 19 mukainen koe toistettiin paitsi etti 2-syano-6-

hydroksibentsotiatsoli korvasi 6-hydroksibentsotiatsolin.

Esimerkki 21

Esimerkin 19 mukainen koe toistettiin paitsi etti tulikdrpds-

lusiferiini korvasi 6-hydroksibentsotiatsolin.
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Esimerkki 22 - Glukoosikoe perustuen immobilisoituun glukoosi-

oksidaasiin ja peroksidaasiin

Glukoosioksidaasia (5 mg, Sigma) ja piparjuuri-peroksidaasia

(5 mg, Sigma) koimmobilisoitiin syanogeenibromidilla aktivoi-
dulle Sepharose'lle (Pharmacia, UK) Fordin ja DeLucan menetel-
m&lld, Anal.Biochem., 1981, 110, 43. Immobilisoidut entsyymit
suspendoitiin fosfaattipuskuriin (0,1 mooli/l, pH 7,0). Immo-
bilisoitujen entsyymien suspensio (100 g/1, 50 /ul) lisdttiin
kyvetissd olevaan 1 ml:aan luminolin vesiliuosta (25 mg/100 ml)
ja 50 /ul:aan 6~hydroksibentsotiatsolia (1 mg/ml DMSO:ssa).
Sitten lisdttiin glukoosia sisdltdvdn vesiliuoksen 10 /ul:n
ndyte, kyvetin sisdltd sekoitettiin ja valon sdteily rekisteroi-
tiin. Valon sdteilyn piikki o0li lineaarinen vdlilla 50-500 nmoo-
lia glukoosia. Vaihtoehtoisesti glukoosioksidaasi ja peroksidaa-
si voidaan immobilisoida muovikantajan pinnalle (esim. Leon et al,
Clin.Chem., 1977, 23, 1556).

Esimerkki 23

Esimerkin 22 mukainen koe toistettiin paitsi ettd 2-syano-6-

hydroksibentsotiatsoli korvasi 6-hydroksibentsotiatsolin.

Esimerkki 25

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu koe toistettiin paitsi

ettd tulikdrpds-lusiferiini korvattiin oksilusiferiinilla.

Esimerkki 26

Esimerkin 1 mukainen yksinkertaistettu koe toistettiin paitsi

ettd tulikdrpéds-lusiferiini korvattiin dehydrolusiferiinilla.
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Koetuloksia
Vasta-AFP/HRP:ta (10 /um, laimennus 1:1000 0,1 M Tris-

puskurissa, pH 8,0) ja 6-hydroksibentsotiatsolijohdannaista
(10 /ul 0,5 mg/ml liuosta DMSO:ssa) sijoitettiin kyvetin

eri nurkkiin. Luminolia (50 /ul, 1,2 mM) ja vetyperoksidia
(50 /ul, 40 mM) Tris-puskurissa (0,1 M, pH 8,0) sijoitettiin
sitten kyvetin vapaisiin nurkkiin ja luminesenssireaktio
kdynnistettiin manuaalisesti lisd&mdlld Tris-puskuria (900
/ul, 0,7 M, pH 8,0). Valon sdteily ajan suhteen rekisterdi-
tiin 30 ja 60 sekunnin kuluttua.

Suoritettiin my&skin kotrollikoe, jossa 6-hydroksibentso-
tiatsolijohdannainen korvattiin DMSO:1la (10 /ul). Tulokset

on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4

6-hydroksibentsotiatsolijohdannaisten vaikutus luminoli/

vetyperoksidi/peroksidaasi-jdrjestelmdn valon siteilyyn

Vahvistava aine Valon suhteellinen sdteily (mV)
30 s 60 s

Kontrolli (DMSO korvaa vah-

vistavan aineen) 16 11

6-hydroksibentsotiatsoli 5950 7340

2-syano-6-hydroksibentsotiat-

soli 600 750

6-hydroksi-2-bentsotiatsolyyli-
tiatsoleeni-4-karboksyylihappo
(dehydrolusiferiini) 7240 6990

Tulikdrpds-lusiferiini 2840 2460
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Patenttivaatimukset

1. Parannettu aineen luminesenssi- tai luminometrinen mddri-
tys saattamalla peroksidaasi-entsyymi, hapetin ja kemiluminoiva
2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni reagoimaan luminesenssireak-
tiossa aineen mddrdn toteamiseksi, havaitsemiseksi tai paikal-
listamiseksi, t un ne t t u siit3d ettd luminesenssireaktion
herkkyyttd parannetaan 6-hydroksibentsotiatsolin lisnidololla,

jolla on yleinen kaava II

X
X :
\,/4 ._.//N
3. R I
B R4
HO’ I/‘ S
X3

jossa X1, X2 ja X3 ovat jokainen H ja R on H, CN tai tiatsoli-
substituentti, jolla on yleinen kaava III

4 III

jossa X4 on COOH ja XS' X6 ja X, ovat jokainen H, tai Xy ja X5
ovat yhdessd 0O ja X6 ja X7 ovat kumpikin H tai X4 on COOH, X
ja X6 edustavat kaksoissidosta ja X

5
on H.

7
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen mddritys, t unne t t u
siitd, ettd kemiluminoivalla 2,3-dihydro-1,4~-ftalatsiinidionilla
on yleinen kaava I
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R1 o)

R, \ICA\\»///K\NH

R3 /AEﬁ//u\\m//Nh I
R

4 0

jossa R1 on amino ja R2, R3 ja R4 ovat jokainen H tai R2 on amino
tai metyylilld, etyylilld tai 6-aminoheksyylilli substituoitu
amino ja R1, R3 ja R4 ovat jokainen H tai R1 ja R2 ovat yhdessd
dimetyyliaminolla substituoitu bentsoryhmi ja R3 ja R4 ovat kum-

pikin H.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen middritys, t unn e t -

t u siitd, ettd peroksidaasi-entsyymi kasvi-peroksidaasi.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen mididritys, t unne t t u

siitd, ettd peroksidaasi-entsyymi on piparjuuri-peroksidaasi.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukainen mi#fritys, t u n -
nettu siitd, ettd hapetin on perboraatti-ioni tai vetype-

roksidi.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen m&d&ritys, t u n -
nettu siitd, ettd peroksidaasi-entsyymi on kytketty ligan-

diin.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen mddritys, t unne t tu

siitd, ettd ligandi on vasta-aine.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen middritys, tunnet tu

siitd, ettd ligandi on joko proteiini tai hormoni.

9. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen midritys,

tunnettu siitd, ettd se on immunoanalyysi.
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10. Mddritysvdlinesarja kdytettdvdksi patenttivaatimuksen 1
mukaisessa luminesenssi- tai luminometrisessa mdirityksessd,
tunnettu siitd, ettd se kdsittad

{a) peroksidaasi-entsyymin,
(b) 6~-hydroksibentsotiatsolin, jolla on yleinen kaava II

IT

jossa X,, X, ja X, ovat jokainen H ja R on H, CN tai tiatsoli-
1 2 3

substituentti, jolla on yleinen kaava III

X5
N X ,
4
| //E IIT
Lsi X
Xy

jossa X4 on COOH ja X5, X6 ja X7 ovat jokainen H, tai X, ja

X5 ovat yhdessid 0 ja X6 ja X, ovat kumpikin H tai X, on COOH,

7
edustavat kaksoissidosta ja X

4

X5 ja X6 5 on H, ja

(c) kemiluminoivan 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen md&ritysvdlinesarja,
tunnettu siitd, ettd kemiluminoivalla 2,3-dihydro-1,4

~ftalatsiinidionilla on yleinen kaava I

0
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jossa R1 on amino, ja R2, R3 ja R4 ovat jokainen H tai R2 on
amino tai metyylill&d, etyylilld tai 6-aminoheksyylilli subs-
tituoitu amino ja R1, R3 ja R4 ovat jokainen H tai R1 ja R2
ovat yhdessd dimetyyliaminolla substituoitu bentsoryhmd ja
R3 ja R4 ovat kumpikin H.

12. Patenttivaatimuksen 10 tai 11 mukainen middritysvidlinesar-
ja, tunnettu siitd, ettd peroksidaasi-entsyymi on kasvi-
peroksidaasi.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen mddritysvilinesaria,
tunnettu siitd, ettd peroksidaasientsyymi on piparjuuri-

peroksidaasi.

1l4. Jonkin patenttivaatimuksen 10-13 mukainen middritysvili-
nesarja, t unne t t u siitd, ettd se lisdksi sisidltdd hapet-

timen.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen midritysvidlinesarija,
tunnettu siitd, ettd hapetin on perboraatti-ioni tai
vetyperoksidi.

16. Jonkin patenttivaatimuksen 10-15 mukainen mid&ritysvidline-
sarja, t unne t t u siitd, ettd peroksidaasientsyymi on kyt-

ketty mddritettdvdn aineen vasta-aineeseen.
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Patentkrav
1. F6rbdttrad luminescent eller luminometrisk bestdmning av
en substans, genom att bringa ett peroxidasenzym, ett oxidations-
medel och en kemiluminescent 2,3-dihydro-1,4-ftalazindion att
reagera i en luminescent reaktion for att kvantifiera, detektera
eller lokalisera substansen, k dnnetecknad av att den
luminescenta reaktionens sensibilitet forbdttras genom nidrvaron

av en 6-hydroxibensotiazol med den allmd@nna formeln II

X
X, //)1
~ \//N
. - NN
o “»-—. R IT
‘ . :/  S /
HO™ \f:]/ )
%3

i vilken X X, och X3 dr envar H och en tiazolsubstituent

17 22
med den allmd@nna formeln III

X

5
- X
/cy - 4
~ T
X,
i vilken X4 dr COOH och XS’ X6 och X7 dr envar H eller X4 och

H5 tagna tillsammans &r 0 och X6 och X7 dr vardera H eller
X4 dr COOH, X5 och X6 representerar en dubbelbindning och X7
dr H.

2. Bestdmning enligt patentkravet 1, k & nnetecknad
av att den kemiluminescenta 2,3-dihydro-1,4-ftalazindionen har

den allmé&nna formeln I

R1 0

I
R2~\i4\\/"1\1m .
|

. - NH
R; ) ‘{/
o

/
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i vilken R1 d4r amino och R2, R3 och R4 ir envar H eller R2
4r amino eller amino substituerad med metyl, etyl eller 6-ami-
nohexyl och R1, R3 och R4 ir envar H, eller R1 och R2 tagna
tillsammans &r en dimetylaminosubstituerad bensogrupp, och

R, och R

3 4 dr vardera H.

3. Bestidmning enligt patentkravet 1 eller 2, k &nn e -

t ecknad av att peroxidasenzymet 4r ett v&xtperoxidas.

4. Bestdmning enligt patentkravet 3, k @&nneteckna d

av att peroxidasenzymet &r pepparrots-peroxidas.

5. Bestdmning enligt ndgot av patentkraven 1-4, k d nn e -
t ecknad av att oxidationsmedlet &r en perboratjon eller

vdteperoxid.

6. Bestdmning enligt ndgot av patentkraven 1-5, k d n n e -

tecknad av att peroxidasenzymet &r kopplat till en ligand.

7. Bestimning enligt patentkravet 6, k &nnetecknad

av att liganden &r en antikropp.

8. Bestdmning enligt patentkravet 6, k @&nne tecknad

av att liganden ir antingen ett protein eller ett hormon.

9. Bestdmning enligt ndgot av de fdregaende patentkraven,

k Ea&nnetecknad av att den dr en immunoanalys.

-10. Provningssats till anvdndning vid en luminescent eller
luminometrisk best&mning enligt patentkravet 1, k & n n e -
tecknad av att den innehdller

(a) ett peroxidasenzym,

(b) en 6-hydroxibensotiazol

med den allmé&nna formeln II

a>__R II
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i vilken X1, X2 och X3 dr envar H och R 8r H, CN eller en

tiazolsubstituent med den allminna formeln III

X5
N\: X
gl
N
\S,/E—XG III
Xq
i vilken X4 dr COOH och XS’ X6 och X7 dr envar H, eller X4

och X5 tagna tillsammans &r 0 och X6 och X7 dr vardera H eller
X4 dr COOH, X5 och X6 representerar en dubbelbindning och X,
dr H, och

(c) en kemiluminescent 2,3-dihydro-1,4-ftalazindion.

11. Provningssats enligt patentkravet 10, k 8 nne t e ¢ k -
n ad av att den kemiluminescenta 2,3-dihydro-1,4~-ftalazin-

dionen har den allm&nna formeln I

i vilken R1 dr amino och R,, R3 och R, dr envar H, eller R,
dr amino eller amino substituerad med metyl, etyl eller 6-aminohexyl-
och R1, R3 och R4 dr envar H, eller R1 och R2 tagna tillsammans
dr en dimetylaminosubstituerad bensogrupp och R3 och R, &r

4
vardera H.

12. Provningssats enligt patentkravet 10 eller MM, X 8&nne -

tecknad av att peroxidasenzymet ir ett véaxtperoxidas.

13. Provningssats enligt patentkravet 12, k 4 nnetecknad
av att peroxidasenzymet &r pepparrots-peroxidas.

14. Provningssats enligt nagot av patentkraven 10-13, k & n n e -
t ecknad av att den dessutom inneh&ller ett oxidationsmedel.
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15. Provningssats enligt patentkravet 14, X i nnetec k ~

n ad av att oxidationsmedlet 4r en perboratjon och viteperoxid.

16. Provningssats enligt nagot av patentkraven 10-15, k &8 n -
netecknad av att peroxidasenzymet &r kopplat till en
antikropp till den substans som skall best&mmas.
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Muita julkaisuja:-Andra publikationer: Chemical Abstracts, vol. 93 (1980) ,
64280u, Int. Symp. Anal. Appl. Biolumin. Chemilumin. 1978, p. 239-57. Clini-
cal Chemistry, vol 25, nre 9, syyskuu 1979, T.P. Whitehead et al., "Analyti-
cal Luminescence: Its Potential in the Clinical Laboratory", p. 1531-1546.
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Reskimddréinen valonsédteily 30 s kuluttua (mV, AT 1200 V)

Fig.1
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