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Leitzinger Oy

Fluoresoiva reagenssi ja immunof luoresenssi-mi3ritysmenetelms -

Fluoreserande reagens och immunof luoresensbestidmningsférfarande

Tiivistelma

Keksinnon kohteena on fluoresoiva diagnostinen reagenssi,

Jjoka siséltds yhdistettd, joke on muodostettu

a) hydrofobisesta hapteenista

b) hydrofiilisestd# yhdisteests ryhméstd, johon kuuluvat
aminoglykosidit, peptidit, proteiinit tai polyakryyli-
amidihydratsiini ja

c¢) fluoresiini-, umbelliferoni- tai fluoresamiini-poh jaisesta
hydrofobisesta fluoresoivasta yhdisteesti,

jolloin seké hydrofobinen hapteeni ettd hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on sidottu hydrofiiliseen yhdisteeseen

toisistasn erilldén., Keksinnén kohteena on edelleen immuno-

fluoreaenssi-mﬁ&ritysmenetelmﬁ, Jossa kiytetiddn edelld

mainittua reagenssia.

Sammandrag

Uppfinningen avser en fluorescerande, diagnostisk reagens,

som innehdller en férening,som bildats av

a) ett hydrofobt hapten

b) en hydrofil f¥rening ur en grupp, till vilken h&r
aminoglykosider, peptider, proteiner eller polyakryl-
amidhydrazin och

c) en fluorescein-, umbelliferon- eller fluorescaminbaserad,
hydrofob, fluorescerande fdrening,

varvid bdde det hydrofoba haptenet och den hydrofoba,

fluorescerande f¥reningen 4r bundna ti1l den hydrofila

f8reningen skilt f8r sigq. Uppfinningen avser dven ett

immunofluorescensbestémn1ngsf6rfarande, 1 vilket ovannimnda

reagens anvindes.
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Fluoresoiva reagenssi ja immunofluoresenssi-mddritysmenetelms -

Fluoreserande reagens och immunofluoresensbestidmningsfsrfarande

Keksinndn kohteena on parannettu fluoresoiva reagenssi ja

immunofluoresenssi-médritysmenetelms.

Tunnetuissa kiinteilld pinnoilla suoritetuissa immunofluore-
senssi-mddritysmenetelmissd merkitdin analysoitava aine, esi-
merkiksi hapteeni, fluoresoivalla komponentila ja kiinnitet&in
adsorboimalla tai muulla tavoin pinnalle kilpailutilanteessa
merkitsemdttSmdn hapteenin kanssa (Tsay el al., "Quantitation
of Serum Gentamicin Concentration by a Solid Phase Immuno-
fluorescence Method", Clin. Chem., Vol. 26 (1980)). Kun t&mi
pinta, johon on sidottu tietty mi&dri vasta-ainetta, upotetaan
seerumindytteeseen, merkittyd ja ei-merkittyd hapteenia sitou-
tuu immunologisesti vasta-aineen sitoutumismahdollisuutta
vastaava, rajoitettu mddrd. Sen jidlkeen, kun pinta on poistettu
seerumista, mitataan hapteeni-antigeenin konsentraatio seeru-
missa tai veressd tarkkuus-fluoresenssimittarin avulla. Sopiva
tarkkuus-fluoresenssimittari on FIAXR-systeemi 100, joka sopii

sekd kvalitatiiviseen ettd kvantitatiiviseen mittaukseen.

Kiinte&dlld pinnalla tapahtuva immunofluoresenssi-mddritys

on nopea, yksinkertainen ja suhteellisen tarkka menetelmilli
analysoitavan aineen kvantitatiiviseen midirittimiseen. Silli

on kuitenkin ainakin kolme vakavaa haittaa, nimitt&in epidspesi-
fiset sidokset pintaan, alentunut antigeenisyys Jja epdspesifi-
nen sitoutuminen muiden seerumin komponenttien kanssa ja téasta
johtuva fluoresenssin sammuminen. Oheisen keksinndn tavoitteena

on valttdd ndm3 haitat.

Merkityn hapteenin epdspesifisten sidosten suuri lukumiiri
pinnalla johtuu oletettavasti oleellisesti kiintedn pinnan

ja fluoresenssimerkityn hapteeni-kompleksin vdlisisti hydro-
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fobisista wvuorovaikutuksista. Kun esimerkiksi fluoresoiva
yhdiste tai merkkiaine on fluoresiini-isotiosyanaatti ja
hapteeni on difenyylihydantoiini, niin fluoresenssimerkitty
hapteeni-kompleksi on hydrofobinen. Monilla tavanomaisilla
selluloosapohjaisilla pinnoilla fluoresenssimerkitty kompleksi
ei sitoudu spesifisesti vasta-aineeseen, vaan epdspesifisesti

koko kiintedlle pinnalle.

Fluoresenssimerkityn hapteeni-kompleksin alhainen tai alen-
tunut antigeenisyys johtuu todenndkSisesti hapteenin ja
fluoresenssimolekyyliosan vdlisestd steerisestd esteestd.
Fluoresenssimerkityssd kampleksissa pienentdd hydrofobisen
fluoresenssimolekyyliosan liheisyys vasta-aineen ja hapteenin
l5hentymistd. Sitd paitsi td@md rajoittaa kompelksin voimakasta
sitoutumista albumiiniin tai muihin seerumin komponentteihin.
Tistd johtuen fluoresenssisignaali pienenee, mitd kutsutaan

my8s "fluoresenssin sammumiseksi'.

Mainitut onelmat ovat siten johdettavissa fluoresenssiyhdisteen
ja hapteenimolekyyliosan tilallisesta l&heisyydestd kompleksi-
molekyylissd. Kummankin molekyyliosan hydrofobinen luonne
voimistaa ongelmia. Nyttemmin on havaittu, ettd mainitut haitat
viltetddn, kun molekyylin kummankin edelld mainitun osan vdliin
rakennetaan hydrofiilinen vdliosa ("spacer"). Talld tavoin
saadaan parempi fluoresoiva reagenssi ja parempi immunofluore-

senssi-middritysmenetelmd.

Oheisen keksinndn tavoitteena on siten voimakkaasti heikent&ad
fluoresenssimerkityn hapteeni-kompleksin ja kiintedn pinnan
vilistd epdspesifistd sitoutumista muodostamalla merkittyyn
kompleksiin hydrofiilinen vdliosa. Oheisen keksinndn tavoit-
teena on edelleen lisitd fluoresensimerkityn hapteenin anti-
geenisyyttd. Oheisen keksinndn tavoitteena on edelleen vdhentdd
fluoresensimerkityn hapteenin albumiinista ja muista seerumin

komponenteista johtuvaa fluoresenssi sammumista.
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Oheisen keksinnon kohteena on fluoresoiva diagnostinen

reagenssi, joka sis#ltdd yhdistett#, joka on muodostettu

seuraavista
a) hydrofobinen hapteeni,

b) hydrofiilinen yhdiste luokasta, johon kuuluvat aminogly-
kosidit, peptidit, proteiinit tai polyakryyliamidihyd-

ratsiini ja

c) fluoresiini-, umbelliferoni- tai fluoresamiini-pohjainen

hydrofobinen fluoresoiva yhdiste,

jolloin sek&d hydrofobinen hapteeni ettd hydrofobinen
fluoresoiva yhdiste ovat sidotut hydrofiiliseen yhdisteeseen

toisistaan erill&ian.

Keksintod voidaan k&yttaa kaytianndllisesti katsoen ilman
rajoituksia hapteenin suhteen. Ainoa edellytys on ainoastaan,
etta hapteeni on hydrofobinen molekyyli ja ettid siina

jJoko jo on hydrofiilisen vdliosan sitomiseen sopiva funktio-
naalinen molekyyliryhmd tai se voidaan modifioida varusta-
malla tdllaisella molekyyliryhmdlld., T&116in on kysymys
samoista funktionaalisista ryhmistd, joita normaalisti
kaytetaan hapteenin liittadmiseen fluoresenssimerkkiaineen
kanssa, esimerkiksi alkoholi-, eetteri-, esteri-, amidi-,
halogeeni-, nitrilo- ja merkaptoryhmistid, erityisesti

amino- ja karboksyyliryhmistd. Analysoitavalle hapteenille
on olemassa runsaasti mahdollisuuksia valita sopiva funktio-
naalinen ryhmad ja liittaa nama joko hapteenin synteesin
jdlkeen tai jo sen aikana. Fenobarbitaali-, difenyylihy-
dantoiini~ ja primidoni-hapteenien tapauksessa mainittakoon
esimerkiksi aminoryhmid ja karboksyyliryhmidt, kuten metyyli-
karboksimetyyli-, metyylikarboksibutyyli-, karboksimetyyli-
ja karboksibutyyliryhmit.

Keksintdd voidaan kayttdd erityisesti antokonvulsiivien,

kuten esimerkiksi fenobarbitaalin, difenyylihydantoiinin
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ja primidonin mddrittadmiseen. Nditd ladkeaineita kdytetddn
hermostojdrjestelmdn kroonisissa sairauksissa, esimerkiksi
epilepsiassa., Koska l&dkeaineopissa useissa tapauksissa
riippuu ld3dkkeen konsentraatiosta seerumissa, vaikuttaako

se lddkeaineena vai myrkkynd, sen konsentraation tdsmdllinen
maddrittdminen seerumissa on erittdin tdrkedd. Keksinndn
mukaisen reagenssin ja keksinn®n mukaisen immunfluoresenssi-

madrityksen avulla on mahdollista suorittaa tdmd seerumin

madritys.

Keksinndn mukaiselle reagenssille on tunnusomaista se, ettéd
hydrofiilinen yhdiste on aminoglykosidi, jonka yleiskaava

on:

R
’2 R
K R HO R10
\R3/ ™0
Rg
OH
Rsg 0 0 Rg



5
jossa:
Rlz =C tai -CH;
RZ: -CHZDH, -CHZNHZ, -CHZNHCHB,
FHS FHB
-CHNH2 tai —CHNHCH3;
R =C tai -CH;
R4’ R5 Jja R9: -H tai -0OH
R6: -0H tai -NH2
R7: -NHZ, —NHCHZCH3 tai -NH-COC(OH)CH,CH_NH
R8: -H tai -CHZOH
RlO: -0H tai —CH3 ja
Rllz —NH2 tai -NHCH3

72394

Naistd yhdisteistd on koottu esimerkkejid taulukkoon I.
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Taulukossa II on annettu taulukon I esittamien yhdisteiden

selitykset.

Taulukko I1I

Taulukossa I annettujen aminoglykosidien selitykset,

Yhdisteen n:o
taulukossa 1 Nimi

Gentamisiini A
*
Gentamisiini Cla

*

3 Gentamisiini Cl

Gentamisiini Cz

=g

Tobramisiini

Amikasiini

Sisomisiini

Netilmisiini

A¥> o« BEEE N B e NN A

Kanamysiini A

10 Kanamysiini B

11 Kanamysiini C

12 Sagamisiini

*
Gentamisiini C on seos, joka sis&dltdd yhtd suuret osat

numeroilla 2 - 4 mainittuja isomeereji.

Hydrofobinen fluoresoiva yhdiste voidaan valita monista
tunnetuista fluoresoivista reagensseista, erityisesti
fluoresenssimerkkauksessa tavanomaisista yhdisteista.
Esimerkkejd sopivista yhdisteistd ovat fluoreseiinin,
umbelliferonin ja fluoresamiinin johdokset. Erityisen
hyvinad pidet&ddn 5-jodiasetyyli-aminofluoreseiinia, 5-amino-
fluoresiinia, fluoresiini-isotiosyanaattia, 5-diklooritri-
atsinyyli-aminofluoreseiinia ja rodamiini-isotiosyanaattia.
Fluoreseiini-isotiosyanaatilla (R= -NCS) ja 5-aminofluore-

siinilla (R= -NH2) on seuraava rakenne:
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HO o 0
A

COOH

Hydrofobisessa fluoresoivassa yhdisteessd on parhaiten
vain yksi reaktiivinen molekyylin kohta, silld jos reak-
tiivisia molekyylin kohtia on useampia analysocitavan

hapteenin kvantitatiivinen m#ddritys on usein epiatarkempi.

Keksinndn mukainen fluoresoiva diagnostinen reagenssi
valmistetaan tavalliseen tapaan siten, ettd hydrofobinen
hapteeni saatetaan ensin reagoimaan reaktiivisena johdoksena
hydrofiilisen yhdisteen kanssa ja sen jdlkeen reaktiotuote
saatetaan reagoimaan fluoresoivan yhdisteen kanssa sitomalla

jdlkimmainen hydrofiiliseen vdliosaan.

Reaktiokomponentit saatetaan reagoimaan moolisuhteessa
l:1:1. Reagenssin valmistus tapahtuu fluoresenssimerkityn
hapteenin synteesissa tavanomaisella tavalla ja se on

esitetty myos muutamassa suoritusesimerkissa.

Parhaina pidettyji keksinndn mukaisia fluoresoivia reagens-
seja ovat yhdisteet, joiden valmistuksessa on kaytetty
edellsd mainittuja, annetun yleiskaavan mukaisia aminoglyko-

sideja ja 5-aminofluoresiinia tai fluoresiini-isotiosya-
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naattia ja antikonvulsiivia, erityisesti difenyylihydanto-
iinia, fenobarbitaalia tai primidonia. Erityisen hyvina
pidetddn yhdisteitd, joiden valmistuksessa on kdytetty anti-
konvulsiivia, erityisesti difenyylihydantoiinia, fluoresiini-
isotiosyanaattia ja gentamisiinii, seki yhdisteitd, joiden
valmistuksessa on kdytetty antikonvulsiivia, erityisesti

fenobarbitaalia, tobramisiini¥ ja fluoresiini-isotiosyanaattia.

Oheisen keksinn®dn kohteena on edelleen hapteeni-antigeenin
immunofluoresenssi-miiritysmenetlems, jossa kdytetdidn
reagenssia, joka sisdltii yhdistetty, joka on muodostettu

a) hydrofobisesta hapteenista,

b) hydrofiilisestd yhdisteests valittuna ryhmdstd, johon
kuuluva aminoglykosidit, peptidit, proteiinit tai

polyakryyliamidihydratsiin ja

c) fluoresiini-, umbelliferoni tai fluoresamiini-pohjaisesta

hydrofobisesta fluoresoivasta yhdisteesti,

jolloin sekd hapteeni ettd hydrofobinen fluoresoiva yhdiste
ovat sidotut hydrofiiliseen yhdisteeseen toisistaan erill&in
ja jolle menetelmdlle on tunnusomaista se, ettd hydrofiili-
send aineena kdytetdidn edell¥d kuvatun yleiskaavan mukaista
aminoglykosidia. Toisessa suositellussa miiritysmenetelmissi
on reagenssin sisdltdmi¥ yhdiste valmistettu edellid maini-
tusta aminoglykosidita ja S-aminofluoreseiinista tai
fluoresiiniisotiosyanaatista, erityisesti hapteenina
kdytetystd antikonvulsiivista, erityisesti difenyylihyd-
antoiinista, fenobarbitaalista tai primidonista. Er#issi
erityisen hyvand pidetyssi mdiritysmenetelmissi reagenssin
sisdltdméd yhdiste on syntetisoitu antikonvulsiivista,

erityisesti difenyylihydantoiinista sekd fluoresiini-
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isotiosyanaatista ja gentamisiinista tai hapteenina kayte-
tystda antikonvulsiivista, erityisesti fenobarbitaalista,

tobramisiinista ja fluoresiini-isotiosyanaatista.
Esimerkki

Seuraavalla tavalla valmistettiin fluoresoiva diagnostinen
reagenssi hapteenina kdytetystd difenyylihydantoiinista

(DPH), hydrofiilisend yhdisteenid kdytetystd gentamisiinista
ja fluoresoivana yhdisteend kdytetystad fluoresiini-isotio-

syanaatista.
Difenyylihydantoiini-gentamisiini- johdoksen valmistus:

0,75 millimoolia disykloheksyylikarbodi-imidiad (CDD)
lisdttiin liuokseen, joka sisdlsi 1 ml:ssa vedetonta
dimetyyliformamidia karboksyylihappojohdosta, joka oli
valmistettu 0,5 millimoolista difenyylihydantoiinia ja

0,5 millimoolista N-hydroksisukkinimidia (NHS). Taman
jalkeen seosta sekoitettiin vield 1 tunti huoneen lampo-
tilassa ja jaahdytettiin ydn yli kylmdkaapissa samalla
sekoittaen. Valkoinen sakka erotettiin suodattamalla,
minkd jalkeen suodos lisattiin hitaasti liuokseen, joka
sisdlsi 600 mg gentamisiinid 5 ml:ssa 0,0l-molaarista
karbonaattipuskuria, pH 9,0. Gentamisiinilléd tarkoitetaan
taulukossa I numeroilla 2, 3 ja 4 mainittujen yhdisteiden
seosta. Reaktioseoksen pH-arvoa seurattiin ja pidettiin
vakiona arvossa 9,0. Tamin jdlkeen reaktioseos jaahdytettiin
y6n yli kylmikaapissa samalla sekoittaen ja sen jdlkeen
sentrifugoitiin 10 minuuttia nopeudella 3000 kierr./min.
Yldosa puhdistettiin k#yttam&lla silikageelilla padllys-
tettyja levyja, jolloin eluoitiin kolme kertaa metanolin
ja kloroformin 10:7 seoksella ja kerran ammoniakkipitoisen
metanolin ja kloroformin seoksella (metanoli:kloroformi:5 n
NHAOH = 2:1:1). UV-positiivinen vydhyke, joka liikkui
vasta eluoitaessa metanolin, kloroformin ja Sn-ammoniakin

seoksella, erotettiin ja uutettiin metanolin, kloroformin
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ja Sn-ammoniakin seoksella. Liuotin poistettiin alipaineessa,
Jjolloin j&&nndksend saatiin difenyylihydantoiini-gentamisii-

nia.

Difenyylihydantoiini-gentamisiini-fluoresiini-isotiosyanaatti-

johdoksen valmistus:

Synteesi tapahtui analogisesti difenyylihydantoiini-genta-

misiini-johdoksen valmistuksen kanssa.

Edelld kuvatulla tavalla saatu difenyylihydantoiini-gentami-
siini-johdos liuotettiin 2 ml:aan 0,0l-molaarista karbo-
naattipuskuria (pH 9,0) ja liuokseen lisdttiin annoksittain
yhtd suuri moolimd&drd fluoresiini-isotiosyanaattia. T&min
Jdlkeen reaktioseosta sekoitettiin y6n yli huoneen lémpoti-
lassa valolta suojattuna. T&midn jidlkeen reaktio oli tapah-
tunut loppuun. Sakka erotettiin sentrifugoimalla. Yldosa
puhdistettiin kdyttamdlld silikageelilla padllystetty ja
levyja, jolloin eluointi suoritettiin edelld kuvatulla

tavalla.

Fluoresoiva vydhyke erotettiin ja uutettiin metanolin,
kloroformin ja 5n-ammoniakin seoksella. Liuotin poistettiin
alipaineessa ja kiinted jadnnods otettiin tislattuun veteen,

johon oli lisatty yksi tippa viakevaa ammoniakkia.

Taulukossa III on verrattu fenobarbitaali- ja difenyyli-
hydantoiini-hapteenien vesiliukoisuutta muuttumattomassa
muodossa, modifioidussa muodossa (karboksyloituna tai
aminoituna ja nk. konjugoidussa muodossa, nimittdin reaktio-
tuotteena gentamisiinin kanssa. Taulukosta havaitaan,

ettd hapteenit ovat hydrofobisia muuttumattomassa ja
modifioidussa muodossa (veteen liukenemattomuus on yhdisteen
hydrofobisuuden mitta). Mitd enemmdn yhdisteet ovat veteen
liukenemattomia, sitd suurempi on hydrofobisuus ja toden-
nakoisyys, ettd ne sitoutuvat pinnoille, jolloin epéaspesi-
fiset sitoutumiset aiheuttavat suurta epidtarkkuutta immuno-

fluoresenssi-madritysmenetelméssd. Taulukosta III voidaan
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edelleen havaita, ettda liukoinen, so. hydrofiilinen tuote
saadaan, kun hydrofobinen hapteeni, kuten fenobarbitaali
tai difenyylihydantoiini sidotaan hydrofiilisen yhdisteen,
kuten gentamisiinin kanssa. T&dllaiset tuotteet eivit

sitoudu sellaisenaan kiinteisiin pintoihin.

Taulukko 111

Vesiliukoisuuksien vertailu

Modifioi- Modifioi- Karboksyloitu ja
maton tu hap- gentamisiinin
hapteeni teeni Aminoitu kanssa reagoimaan

saatu tuote

e g = e g g i s e =i e g e e e e i e s e e ow Qe g e g el

Fenobar- Liuke- Liuke- Liuke- Liukoinen
bitaali nematon nematon nematon
Difenyylihy- Liuke- Liuke- Liuke- Liukoinen
dantoiini nematon nematon nematon

*

Karboksyloitu yhdiste on joko metyyliarboksimetyyli-,
metyylikarboksibutyyli-, karboksimetyyli- tai karboksi-
butyylijohdos.

Koska tavalliset fluoresenssireagenssit ovat hydrofobisia,
albumiini ja muut seerumiproteiinit liittyvat niihin

ja estdvat tai alentavat fluoresointikykya, kun immuno-
fluoresenssi-maarityksessd niihin kohdistetaan aktivointi-
sateilya. Taulukossa IV on esitetty albumiinin fluoresenssia
sammuttava vaikutus kahdella fluoresenssireagenssilla,
nimittdin fluoresiini-isotiosyanaatilla ja 5-aminofluore-
siinilla, ja muuttumattomalla fluoresenssireagenssilla,
hapteenin kanssa reagoimaan saatetulla tuotteella seka
keksinndn mukaisella reagenssilla (hapteeni-gentamisiini-
konjugaatti), joka on valmistettu hapteenista, fluoresoivasta

yhdisteestd ja hydrofiilisestd yhdisteesta.
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Taulukko IV

Albumiinin fluoresenssia sammuttava vaikutus

Fluoresoiva Fluoresoiva Reaktiotuote Hapteeni-
yhdiste yhdiste muut- hapteenin gentamysiini-
tumattomana kanssa konjugaatti

- em a8 eh e B EE et Gt e WS A% S e M me e S mm Sa WS M wn me mm M dm mm A SR A wn Wh M G Ak L mm M s e M e mm P Ee e e v e = ww e = ==
. e e e e e m e t em A an En A e e e e om e  m  m m Pn e e e e e e em e = = -

Fluoresiini-
isotiosyanaatti kylla kylla ei

Aminofluore-
siini kylla kylla ei

Seuraava taulukko V osoittaa hapteenin, joka on yksi
keksinnon mukaisen fluoresoivan reagenssin komponentti,
parantuneen antigeenisyyden. Kun esimerkiksi difenyyli-
hydantoiini-hapteeni yhdistetdadn vain hydrofobisen fluore-
soivan yhdisteen kanssa, pienenee sen antigeenisyys,

joka tarkoittaa kykyd yhtyd vastaavan antigeenin kanssa,
huomattavasti; kun kuitenkin keksinndn mukaisesti mukaan
laitetaan viel#d hydrofiilinen yhdiste, esimerkiksi gentami-
siini, antigeenisyys on suurempi kuin hapteenin ja fluore-
soivan yhdisteen reaktiotuotteella tai jopa yhtd suuri

kuin puhtaalla hapteenilla.
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Suoritusesimerkistd havaitaan, ettd hydrofiilisen yhdisteen
muodostaminen ratkaisee kaikki vaikeudet, joita esiintyy
immunofluoresenssi-midritysmenetelmdssd, kun hydrofobinen
testimolekyyli, kuten esimerkiksi hapteeni yhdistetddn
hydrofobisen merkkiaineen, kuten esimerkiksi fluoresoivan
yhdisteen kanssa. Ndin on osoitettu, ettd keksinndén mukaiset
fluoresoivat reagenssit vdlttdvidt t&hdn mennessd tavanomais-

ten fluoresenssi-miidritysmenetelmien haitat.
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Patenttivaatimukset

l. Fluoresoiva diagnostinen reagenssi, joka sisiltii yhdis-

tettd, joka on muodostettu

a) hydrofobisesta hapteenista,

B) hydrofiilisesti vyhdisteestd, ja

c¢) fluoresiini-, umbelliferoni- tai fluoresamiinipohjaisesta
hydrofobisesta fluoresoivasta yhdisteestsi,

jolloin sekd hydrofobinen hapteeni ett# hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on sidottu hydrofiiliseen yhdisteeseen

toisistaan erillddn, t unne t t u siitid, etti hydro-

fiilinen yhdiste on aminoglykosidi, jonka yleiskaava on

R2 - R
Ry | HO R10
\\\Rg’Rf‘O
Rg
OH
Reg 0 0 Rs
R6 0
HoN R7
jossa:
Ry: =C tai -CH;
FH3 FH3
Rp: -CH0H, -CHyNHp, -CHpNHCH3, -CHNH, tai -CHCHCH3;

R3: =C tai =-CH;

R4, Rg ja Rg: -H tai -OH

Rg: —-OH tai -NHj

R7:  =NHj, NHCH2CH3 tai -NH-COC(OH)CH,CHNHj
Rg: -H tai -CH,0H

Rip: -OH tai -CH3 ja

Ryy: ~NHp tai -NHCHj3
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, tunne¢t t gy siit¥d, ettd hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on 5-aminofluoresiini.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, tunnet tuy siitd, ettd hydrofobiinen

fluoresoiva yhdiste on fluoresiini-isotiosyanaatti.

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen fluoresoiva diagnos-
tinen reagenssi, t u n n e t tu siitd, etts hapteeni on

antikonvulsiivi,

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, tunnet ¢ty 'siit¥d, ettd antikonvulsiivi on

difenyylihydantoiini.

6. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen fluoresoida diagnos-
tinen reagenssi, t unnet t u siitd, ettd hydrofobinen
fluoresoiva yhdiste on fluoresiini-~isotiosyanatti ja amino-

glukosidi on gentamisiini.

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, tunnet¢t t g siitd, etts antikonvulsiivi on

fenobarbitaali,

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, tunnettu siit¥d, ettd fluoresoiva vyhdiste
on fluoresiini-isotiosyanaatti ja aminoglykosidi on tobra-

mysiini,

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen fluoresoiva diagnostinen
reagenssi, t unnet¢tt¢tu siitd, ettd antikonvulsiivi

on primidoni.
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10. Hapteeniantigeenin immunofluoresenssi-mdsdritysmenetelmsd,

jossa kiytetidin reagenssia, joka sisdltdd yhdistettd, joka

on muodostettu

a) hydrofobisesta hapteenista,

h) hydrofiilisestd yhdisteestd ja

c) fluoresiini-, umbe}liferoni— tai-fluoresamiini-pohjaisesta
hydrofobisesta fluoresoivasta yhdisteesta,

jolloin sekd hydrofobinen hapteeni etta hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on sidottu hydrofiiliseen yhdisteeseen

toisistaan erill¥dn, t unne t t u siitd, ettd hydro-

fiilinen yhdiste on aminoglykosidi, jonka yleiskaava on

Tz | R13
Ry HO R10
\\~R§’Rf‘0
Rq
OH
Rg 0 0 Rg
Rg 0
HoN Ry
jossa:
Ry: =C tai -CH;
CH3 cH 3

Ry: -CHpOH, -CHpNHp, -CHpNHCH3, -CHNH) tai -CHCHCH3:
R3: =C tai -CH;

R4, Rg ja Rg: ~-H tai -OH

Rg: —OH tai =NH)

R7: =NHj, NHCH,CH3 tai —-NH-COC(OH)CHCH2NHj

Rg: ~-H tai -CH2OH

Ryjp: —~OH tai -CH3 Ja

Ry]: -NHy tai -NHCHj3
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11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen immunofluoresenssimddri-
tysmenetelmd, t unnettu siitd, ettd hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on 5-aminofluoresiini.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen immunofluoresenssimadri-
tysmenetelmd, t unnpettu siitd, ettd hydrofobinen

fluoresoiva yhdiste on fluoresiini-isotiosyanaatti.

13. Patnettivaatimuksen 11 tai 12 mukainen immunofluoresenssi-
m3dritysmenetelmd, tunnet tu siitd, ettd hapteeni on

antikonvulsiivi.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen immunofluoresenssimddri-
tysmenetelmd, t unnettu siitd, etta antikonvulsiivi

on difenyylihydantoiini.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen immunofluoresenssimddri-
tysmenetelmd, t unne t tu siitd, ettd hydrofiilinen
fluoresoiva yhdiste on fluoresiini-isotiosyanaatti ja amino-

glykosidi on gentamisiini.

16, Patenttivaatimuksen 13 mukainen immunofluoresenssimi&dri-

tysmenetelmd, t unnet¢ttu siitd, ettd antikonvulsiivi

on fenobarbitaali.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen immunofluoresenssimdari-
tysmenetelmd, t unnet tu siitd, ettd hydrofiilinen
fluoresoiva yhdiste on fluoresiini-isotiosyanaatti ja amino-

glykosidi on tobramysiini.

18. Patenttivaatimuksen 13 mukainen immunofluoresenssimadri-

tysmenetelmd, t unne¢t¢tu siitd, ettd antikonvulsiivi

on primidoni.
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Patentkrav

1. Fluorescerande, diagnostisk reagens, som inneh&ller en
férening, som bildats av

a) en hydrofob hapten,

b) en hydrofil f8rening och

c) en fluorescein-, umbelliferon- eller fluorescaminbaserad,
hydrofob, fluorescerande f8rening,

varvid sdvil det hydrofoba haptenet som den hydrofoba,
fluorescerande f8reningen Ar bundna till den hydrofila
f8reningen skilt f&r sig, k&nnetec k nad dirav,
att den hydrofila f8reningen 4r en aminoglykosid med den -~

allmé&nna formeln

T2 R
i HO R
9
OH
Rs 0 0" Rg
HoN R7
dar:
Ry: =C eller -cH;
s o

Rp: -CH,OH, ~CH2NH), -CH)NHCH3, -CHNH, eller —CHCHCH3;
R3: =C eller -CH;

R4, R5 och Rg: -H eller -OH

Rg: =-OH tai =-NH,

R7:  =-NHy, NHCH,CH3 eller ~NH-COC(OH)CH,CHNH

Rg: -H eller -CH,0H

Rip: -OH eller -CH3 och

R11: -NHj eller ~NHCH3
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2. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 1,
kadnnetecknad didrav, att den hydrofoba, fluores-

cerande f8reningen ir 5-aminofluorescein.

3. Fluorescerande, diagnostisk reagéns enligt patentkravet 1,
k@dnnetecknad dirav, att den hydrofoba fluores-

cerande f8reningen &r fluoresceinisotiocyanat.,

4. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 1,
2 eller 3, k annetecknad dirav, att haptenet &r

antikonvulsivt,

5. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 4,

k @dnne¢tecknad dirav, att antikonvulsivet ir

difenylhydantoin.

6. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 4
eller 5, k @&nnetecknad d3irav, att den hydrofoba,
fluorescerande f&reningen #r fluoresceinisotiocyanat och

aminoglykosiden &r gentamisin.

7. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 4,
k dnnetecknad dirav, att antikonvulsivet &r

fenobarbital.

8. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 7,
k @dnnetecknad dirav, att den fluorescerande
foreningen dr fluoresceinisotiocyanat och aminoglykosiden

dr tobramycin.

9. Fluorescerande, diagnostisk reagens enligt patentkravet 4,

k @& nnetecknad dirav, att antikonvulsidet &ar

primidon.
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10. Immunofluorescensbestidmningsfdrfarande f&r haptenantigen,

vid vilket anvindes en reagens som inneh&ller en fdrening, som

bildats av

a) en hydrofob hapten,

b) en hydrofil f&rening och

c) en fluorescein-, umbelliferon- eller fluorescaminbaserad,
hydrofob, fluorescérande f6rening,

varvid s8vil det hydrofoba haptenet som den hydrofoba, fluores-

cerande fSreningen dr bundna till den hydrofila f8reningen

skilt f8r sig, k E&nnetecknat ddrav, att den

hydrofila f8reningen &r en aminoglykosid med den allménna

formeln
R11
R HO R
R | 10
4 ~N ,/Rl\ R
R3 0 OH 9
0
o] Rg
Rg 0
Rg
H2N R7
vari:
Ry: =C eller -CH;
CHj CHj

| )
Ro: -CHZOH, -CHoNH», -CH7NHCH3, -CHNHy eller -CHCHCH3;
R3: =C eller =-CH;
R4, Rg och Rg: -H eller —-OH

Rg: -0OH eller -NH»p
Ry -NH,,~NHCH2CH3 eller -NH-COC(OH)CH2CHoNHj
Rg: -H eller -CH,OH

Rig: -OH eller -CHj3 och
R11: ~NH2 eller -NHCH3
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11. Immunofluorescensbestidmningsfdrfarande enligt patentkravet
10, k@nnetecknat dirav, att den hydrofoba,

fluorescerande f8reningen &r fluoresceinisocyanat.

12. Immunofluorescensbestimningsf&rfarande enligt patentkravet
10, k@nnetecknat dirav, att den hydrofoba,

fluorescerande f&reningen &r fluoresceinisotiocyanat.

13. Immunofluorescensbestdmningsfsrfarande enligt patentkravet
11 eller 12, k @&nnetecknat dirav, att haptenet

dr antikonvulsivt.

14, Immunofluorescensbestdmningsf&rfarande enligt patentkravet
13, k@&nnetecknat dirav, att antikonvulsivet &r

difenylhydantoin.

15. Immunofluorescensbestdmningsfdrfarande enligt patentkravet
14, k @nnetecknat dirav, att den hydrofoba,
fluorescerande f&reningen &r fluoresceinisotiocyanat och

aminoglykosiden &r gentamicin.

16. Immunofluorescensbestdmningsfdrfarande enligt patentkravet
13, Xk dnnetecknat dirav, att antikonvulsivet &ir

fenobarbital.

17. Immunofluorescensbestdmningsfdrfarande enligt patentkravet
16, k E&nnetecknat dirav, att den fluorescerande
féreningen &r fluoresceinisotiocyanat och aminoglycosiden

dr tobramycin.

18. Immunofluorescensbestidmningsfdrfarande enligt patentkravet
13, kX @dnnetecknat dirav, att antikonvulsivet &r

primidon.
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