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Chandon Investment Planning Ltd., West Wind Bldg. P.0. Box 1111,
Grand Cayman, Cayman Island, L#nsi-Intian lijttovaltio

Polymeerimatriksi, joka on akryyliamidia - Polymermatrix som ut-
gbres av akrylamid

Keksintd koskee polymeerimatriksia, joka on akryyliamidia ja jota
voildaan kdyttdd vasta—aineiden immobilisoimiseen hormoonien ja far-
maseuttisten aineiden radioimminologisessa ml¥rityksessi.

Radioimmunologisessa hormoonien ja farmaseuttisten aineiden mé&ri-
tyksessd tapahtuu hormoonien ja farmaseuttisten aineiden reaktio
vasta-aineen kanssa. Reaktion spesifisyys on riippuvainen immunolo-
gisesta komplementti-ilmidstd, so. samanlaisen kemialligen konfigu-
raation omaavien aineiden v#lill¥ voi tapahtua ristireaktioita.
Erddssd estrioli-cs-konjugaatissa esiintyy estrioli sellaisessa im-
muunisuutta médrddvéssd konfiguraatiossa, jossa l¥hes kaikki térkedt
estriolin funktionaaliset ryhmét esiintyvét vasta-aineen sitomis-
alueella. Tdstd huolimatta sitoo vasta-aine estriolikonjugaatteja,

joiden sulfaatti- tal glukoronidijd&nn®s on fenolisen C,:n asen-
nogsa, huomattavassa milrdssl. T8m8 on epdedullista vapgiden steroi-

dien midrityksessd erikoisesti silloin, kun n8ytteiden konjugaatti-
konsentraatio ylitt#4 kymmenkertaiseesti steroidikonsentraation,
kuten on laita raskausseerumin estrogeenien suhteen.



Edelld olevista syistd on td#hdn asti k¥ytetty etupiiissi menetelmid,
joissa spesifisyys varmistetaan liuottimen avulla tapahtuvalla uut-
tamisella ennen radioimmunisuuskpetta. Liuottimen avulla uuttamiset
kuitenkin estdvidt sarjassa tapahtuvan ja koneelligen ndytteiden

kdsittelyn.

Kokeissa, joissa yritettiin yksinkertaistaa radioimmunologisia ko-
keita kiintelin faasin tekniikalla tapahtuviksi, sidottiin vasta-ai-
neet kovalenttisesti erilaisiin matrikseihin, kuten esimerkiksi aga-
roosiin, selluloosaan, lasihiukkasi;n,\polyamideihin ja polyakryy-
liamideihin. Matrkiksiin sidottujen vasta-aineiden etuina on kor-
kean molekyylipainon omaavien:molekyylien hdiritsevién vaikutuksen
poistaminen, pipetoimig- ja sentrifugoimisvaiheiden sddstyminen ja
immobilisoidun vasta-aineen pitk&daikainen sdilyvyys huoneenldmmdssé.

On kuitenkin osoittautunut, ettei matriksiin tunnetulla tavalla
immobilisoidun vasta-aineen sitoutumisspesifisyys vastaa vaatimuk-

sla.

Keksinndn tehtdvind on sen vuoksi saada aikaan sellainen polymeeri-
matrikgi, johon sidotun vasta-aineen sitoutumisspesifisyys paranee
ja ei-toivotut ristiin menevét reaktiot voidaan estii.

Yll4ttden on lavaittu, ett¥ vasta-aineen sitoutumisspesifisyytid
voidaan vaihdella ja parantaa sellaisilla polymeerimatrikseilla,
jotka ovat akryyliamidin kopolymeraatteja.

Keksinndn kohteena on akryyliamidista tehty polymeerimatriksi, jonka
avulla voidaan ammobilisoida vasta-~aineita hormoonien ja farmaseut-
tisten aineiden radioimmunologisessa mi#rityksessi, tunnettu siit},
ettd se on akryyliamidin kopolymeraatti.

Parhaina pidetddn erikoisesti kopolymeraatteja, jotka ovat valmis-
tettu akryyliamidista ja yhdestd# tai useammasta seuraavista yhdis-
teistd: akryylihappo, metakryylihappo, matakryyliamidi, niiden
johdannaiset ja akryylihapon tai metakryylihapon.suolat.

Akryyliamidin ja sen kanssa kopolymeroituvien yhdisteiden kopolyme-
roimisen avulla voidaan vaikuttaa polymeerimatriksin mikroympdris~
to0n., Tim# vaikutus perustuu olennaisesti hydrofobisiin ja hydrofii-



lisiin samoin kuin elektrostaattisiin efekteihin.

Muuntelemalla polymeerimatriksia kopolymerisaation avulla on mah-
dollista pafantaa olennaisesti vasta~aineen sitoutumisspesifisyyttd
ja estdd ei-haluttuja ristiin menevid reaktioita. Polymeerimatrik~
‘sia muunnellaan sopivan kopolymerisaation avulla, jotta voidaan taata
toisaalta hapteenien spesifinen reaktiot immobilisoidun vasta-aineen
kanssa ja toisaalta estd¥ ristiinreagoivat hapteenit.

Suuremman spesifisyyden ansiosta voidaan keksinndn mukaisissa poly-
meerimatrikseissa suorittaa mittaus sﬁbraan ei=-uutetussa seerumissa.

Keksinn®n mukaisten polymeerimatriksien avulla on mahdollista hyvin
tarkka hormoonien ja farmaseuttisten aineiden radioimmunologinen
mdéritys, koska mildritysarvojen epdtarkka heilahtelu steroidimole-
kyylien ja matriksin vilisten ei-spesifisten sidosten vuoksi on saa-
tu minimiin kopolymeroinnin avulla.

Erilajigissa mi¥rityksissd kuten esimerkiksi kilpirauhashormognien
tyroksiinin ja trijodityronin mdrityksissd k&ytet#sn hyvidksi konte-
titiivisid aineita kuten anilinonaftolisulfonihappoa, mertiolaattia
tai salisylaatteja, jotta ne ajaisivat hormoonit ulos sidoksista
erilaisten sidosproteiinien kanssa seerumiin.

On kuitenkin tunnettua, ettd nididen kompetitiivisten aineiden kon-
sentraation ollessa korkea se vaikuttaa hormoonin ja vasta-aineen
viliseen sidokseen. Keksinndn mukaisen polymeerimatriksin ansiosta
voidaan, luultavasti elektrostaattisten vuorovaikutusten johdosta,
nostaa kompetitiivisten aineiden konsentraatiota olennaisesti, ni-
mittdin 100-kertaisesti, ilman ettd esiintyisi hormooni-vasta-aine-
sidoksen heikentymigti.

Akryyliamidin osuus kopolymeraatissa voi nousta 1-99 mooliprosent-
tiin, edullisimmin 5-95 mooliprosenttiin ja erityisesti 20-80 mooli-
prosenttiin.

Erityisen hyvin gopivia ovat akryyliamidin ja metakryylihapon ko-
polymeraatit ja varsinkin sellaiset, joissa metakryylihapon osuus

on 20-60 mooliprosenttia. Metakryylihappo tekee toisaalta matrik-
Bin'hydrofobisekéi ja toisaalta ailkaansaa varausefektin, minkH kaut-
ta voidaan estdl miiritettlvien aineiden ei-spesifiset sidokset

hyvin ‘suuressa médrissi.



Kiyttdm41ll4 keksinndn mukaisia kopolymeraatteja, jotka sis#ltdvit
akryylihappoa tai metakryylihappoa tai niiden suoloja, saadaan ai-
kaan vieli neutralisointiefekti tal puskurivaikutus happamille ja
vastaavasti alkalisille liuoksille. Tém# on useissa mddrityksissd

huomattava etu.

Akryylihapon tai metakryylihapon suoloista pidet#in parhaina alkali-
ja/tal maa-alkalisuoloja. Erikoisesti tulevat kyseeseen natrium- ja

kaliumsuolat.

Akryylihapon ja metakryylihapon johdanhaisista tulevat kyseeseen
erikoisesti niiden esterit, esimerkiksi metyyli- ja etyyliesteri.

Sopivia metakryyliamidin johdannaisia ovat esimerkiksi N-substituoi-
dut yhdisteet, kuten N-hydroksimetyylimetakryyliamidi.

Akryyliamidin kanssa kopolymeroitaviksi soveltuvia yhdisteitd ovat
akryyliamidin johdannaiset, varsinkin N-substituoidut yhdisteet,
kuten N=-hydroksimetyyliakryyliamidi.

Esimerkkind muista akryyliamidin kanssa kopolymeroituvista yhdis-
teistd on N,N'-diallyylitartardiamidi.

vVasta-aineen immobilisoiminen tapahtuu sulkemalla polymeerimatriksin
sigdén ja/tal sitomalla kovalenttisesti polymeerimatriksiin.

Yksityiskohtainen selostus radioimmuunikokeista on esimerkiksi jul-
kaisussa Clinical Chemistry, osa 19 N:o 2, 1973, sivu 145. Radio-
immunologista tekniikkaa, jossa kdytetddn immobilisoitua vasta-ai~-
netta, on selostettu julkaisguissa Clinical Chemistry, osa 19, N:o 12,
1973 sivu 1339 ja Clinical Chemistry osa 21, N:o 7, 1975, sivu 829.

Keksinndn mukaiset polymeérimatriksit soveltuvat klytett8viksi eri-
laisten hormoqhien ja farmaseuttisten aineiden mi¥rityksesss, joita
on seerumissa tal plasmassa osittain spesifisiin tai ei-spesifisiin
sidosproteiineihin sitoutuneina. Kyseeseen tulevat kipirauhashor-
moonit, wvarsinkin tyroksiini ja trijodityroniini, steroidihormoonit
kuten kortisoli, testosteroni, progesteroni, estroni, estradioli

Ja estrioli ja syddnglykosidit kuten digitoksiini ja digoksiini.
Lis&@ksl voidaan suorittaa midrityksid vitamiineista, erikoisesti



vitamiini B 12:sta ja foolihaposta, ja farmaseuttisista aineista,
jolssa on voimakas proteiinisidos, kuten esimerkiksi antikoagulan-
teista, dikumarolista, analgeettisista aineista ja salisylaateista.

Radioimmunologisen mddrityksen lisdksi tulevat mahdollisesti kysee-
seen myds vaihtoehtoiset médritysmenetelmdt kuten fluoroimmunologi-
nen mi¥ritys tal mdsritys, jossa kdytetllin entsymaattista merkintdd.

Antigeenien synteesi, antiseerumien valmistaminen esimerkiksi immuni-
soimalla kaneja ja vasta-aineiden eristéminen ja immobilisoiminen
ovat ennest#didn tunnettuja (vrt. esimerkiksi Clinical Chemistry, osa

19, N:o 2, 1973, sivu 146 ff.

Keksinndn mukaisia polymeerimatrikseja, joissa on immobilisoitu

vasta-aine, voidaan valmistaa esimerkiksi siten, ettd vasta-aineen
liuos pannaan monomeeriseokseen. Seos polymeroidaan vapaiden radi-
kaalien avulla ja saatu polymeraatti pienennet&ln, pestliln ja kui-

vataan.

Akryyliamidiin lis¥ttyjen kopolymeerien valinta ja mélridsuhteet
riippuvat polymeerimatriksin halutuista ominaisuuksista spesifisyy-
den suhteen. Spesifisyyteen voidaan vaikuttaa laajoissa rajoissa
muuttamalla matriksin hydrofobisuutta ja varausta. Metakryyliamidin
lisdys nostaa hydrofobisuutta. Lis##m¥ll¥ akryylihappoa tai metak-
ryylihappoa tai niiden suoloja voidaan muunnella matriksin varausta.
On mahdollista lisditd akryylihapon tai metakryylihapon suolat suo-
raan monomeeriseokseen tai vaihtoehtoisesti voidaan hapot polymeroi-
da ja muodostaa t#m¥n jélkeen suolat ioninvaihdon awvulla polymeeri-

matriksissa.

Polymeerimatriksin sopivan huokoskoon saamiseksi vaihdellaan mono-
meerikonsentraatiota. Noin 20 $:n monomeerikonsentraatiolla saadaan

aikaan huokoskoko 7-10 A.

Edullisessa kopolymeraatissa saattaa esimerkiksi olla akryyliamidia
Ja 20-60 mooliprosenttia akryylihappoa ja/tai metakryylihappoa, joka
on valmistettu noin 20-prosenttisesta monomeeriliuoksesta ja vihin-
tdin osa happoryhmistd on t¥11%in muutettu vastaaviksi alkali- tail
maa-alkalisuoloiksi.

Keksint83d valaistaan seuraavassa esimerkkien avulla.



Esimerkki 1
THesl esimerkiss¥ osoitetaan polymeerimatriksin vaikutus est. -
trioli-3-glukoronidin ja estrioli-3-sulfaatin ristiin reagoimiseen (K).

Ristiin reagoiminen K lasketaan satakertaisesta mé#r&std vastaavan
hapteenin massaa, joka tavitaan y:td kohti (= 50) jaettua ristiin-
reagoivan hapteenin massalla, joka tarvitaan y:t# kohti (= 50).
Arovt lasketaan ID;,:n perusteella.

Valittu -antiestrioli-vasta-aine osoitti 3-glukoronidi-konjugaattien
tai 3-sulfaatti-konjugaattien suhteen Voimakasta ristiinreagoimista.

Jokaisen polymerointiseoksen konsentraatio sdddettiin siten, ettéd
totaalinen monomeerikonsentraatio oli 2,9 moolia/l. Er¥std reaktio-
seosta varten liuotettiin esimerkiksi 5 g akryyliamidia ja 1,25 g
N,N'-metyleenibisakryyliamidia dekantterissa 24 ml:n fosfaattipusku-
ria, jonka pH-arvo oli 7,2. Vasté-aine sekoitettiin 1 ml:an fosfaat-
tipuskuria ja sen jHlkeen aloitettiin reaktio 0,15 mg:n kanssa ri-
boflaviinia ja 0,10 ml:n kanssa N,N,N',N'-tetrametyylietyleenidia-
miinia ja s&tellytettiin UV-valolla. Siteilytyksen aikana, joka oli
45 min, pidettiin lampdtila 50°C:ssa. Geelilohkare pienennettiin sen
jédlkeen, pestiin tislatulla vedelld ja kuivattiin.

Pieniin pylvdisiin punnittiin 22 mg kuivaa antiestrioli-vasta-aine-
geelid ja pddlle kaadettiin 0,150 ml inkubaatioliuosta. Ti#m¥ inku-
baatioliuvos sisdlsi 3H-estriolia ja ei-merkittyd hapteenia (estric-
lia, estrioli-3-glukoronidia tai estrioli-3-sulfaattia)., Reaktioldmpd-
tila pidettiin vakiona 0°C. 30 minuutin inkubaatioajan jdlkeen
seurasi vapaan, vagta-aineeseen sitoutuneen hapteenin erottaminen
eluoimalla albumiinipitoisella fosfaattipuskurilla. Eluaatti otet-
tiin pieniin tuikelaseihin, niihin lis#dttiin 15 ml tuikenestettd

ja mitattiin radioaktiivisuus nestetuikelaskurissa. Impulsseista
laskettiin vapaan indikaattorihapteenin 3H4uﬁfiolin konsentraatio.

Tulokset midrityksist¥d vesisysteemiss¥ kHyttHen polymeerimatrikseja,
jotka on akryyliamidia ja akryyliamidikopolymeerej&, on koottu
seuraavassa - tulevaan taulukkoon. Ilmoitetut arvot ovat edelli
méddriteltyjd ristiinreagoimisarvoja.
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Tulokset osoittavat, ett# kopolymeraateilla saadaan aikaan vesisys-—
teemeihin ja akryyliamidihomopolymeraatteihin verrattuna huomattava
sidosspesifisyyden nousu. Sopivan kopolymeraatin valinnan ansiosta

voidaan saavuttaa l5-kertainen spesifisyyden nousu vesisysteemeihin
ja 7-kertainen nousu akryyliamidihomopolymeereihin verrattuna. T&md
kidy ilmi vérrattaessa vesisysteemin ja akryyliamiddhomopolymeraatin
arvoja metakryylihapon ja akryyliamidin 40/60 kopolymeraatin kanssa.

Esimerkki 2
Tim4 esimerkki esittH¥ keksinndn mukaisen polymeerimatriksin osuu-
den suoritettaessa kokonaismiliritys tyroksiinista pepsiinin kanssa

entsymaattisen hydrolyysin avulla.

Vasta—-ainegeelin polymeerimatriksi oli kopolymeraattia, joka oli
valmistettu akryyliamidista ja 40 mooliprosentista metakryylihapon
natriumsuolaa, monomeeriliuos oli 20-prosenttinen.

lo/ulzan seerumia, joka sisilsi 18/ug tyroksiinia 100 ml:a kohti,
lisdttiin 160/u1 entsyymiliuosta, jossa oli 2 mg/ml pepsiini¥ liuo=
tettuna 0,1 N suolahappoon.

Reaktio entsyymin kanssa suoritettiin huoneenldmm®ssd 30 min ku-

luessa.

Tdhdn 170/ul:n mddrddn ligdttiin sitten 150/u1 merkkiliuosta, joka
sisdlsi 5,2 ng/ml radioaktiivisesti merkittyi tyroksiinia.

Koko liuos kaadettiiﬂ sitten 60 mg:n pddlle vasta-ainegeelid. Inku-
baatioaika oli 30 min, l&mpstila 22°C.

Tulosten arviointi osoitti erittdin korkeata l1l8yddsprosenttia, 98.

Esimerkki 3
Témi esimerkki osoittaa keksinn®n mukaisen polymeerimatriksin osuu~
den kortisolin kokonaismiddrityksessi.

Vasta-ainegeelin poiymeerimatriksi oli kopolymeraattia, joka oli
valmistettu akryyliamidista ja 40 mooliprosentista metakryylihapon
natrium- ja kalsiumsuolojen seosta, monomeeriliuos oli 20-prosent-

tista.



Otettiin lO/ul seerumia tal plasmaa, joka sisdlsi 15/ug kortisolia
100 ml kohti. Siihen lisdttiin SOO/ul merkki;iuodta, jossa oli
125J-kortisolia sitraattipuskurin vesiliuoksessa, jonka pH-arvo oli

3,5-

Koko t#m¥ liuos kaadettiin sen jdlkeen 100 mg:n pddlle vasta-aine-
geelil. Inkubaatioaika oli 20 min, l¥mp&tila 25°C.

Koetulosten arviointi osoitti erittdin korkeata l8yddsprosenttia, 99.

Egsimerkki 4 .
Témé esimerkki osoittaa keksinndn mukaisen polymeerimatriksin osuu-

den, kun mid8ritdin tyroksiini lisiiten kompetitiivisil¥ ainet:ta.

Vasta-ainegeelin polymeerimatriksi oli kopolymeraattia, joka sisdlsi
akryyliamidia ja 40 mooliprosenttia metakryylihapon kalsium- ja
natriumsuoldjen seosta, valmistettu 20-prosenttisesta monomeeriliuok-

sesta.

500/u1 merkkiliuosta, jossa oli 125J—tyroksiinia fosfaattipuskuris-
sa, pH-arvo 9,6, kaadettiin 80 mg:n pddlle vasta-ainegeelid.

Lig8ksi kaadettiin 500/u1 samaa merkkiliuosta, joka sisllsi 6 mg/ml
aniliinonaftolisulfonihappoa, 80 mg:n pdflle vasta-ainegeelid.

Molemmat kokeet inkuboitiin 22°C:en lémpbtilassa 20 min kulueessa.

Koetulosten arviointi osoitti, ettel tyroksiinin sitoutumiseen
vagta-aineen kanssa vaikuttanut mit&#n liuocksessa mukana ollut kom-
petitiivisen aineen, nimitt#in aniliinonaftolisulfonihapon korkea
kongentraatio. '
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Patenttivaatimukset
1. Polymeerimatriksi, joka on akryyliamidia ja jota voidaan kdyt-

t4d vasta-aineiden immobilisolmiseen hormoonien ja farmaseuttisten
aineiden radioimmunologigsissa midrityksigs, t un ne t t u siitH,
ettd polymeerimatriksi on akryyliamidin kopolymeraattia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen polymeerimatriksi, tunnettu
siitd, ettd se on kopolymeraattia, joka sisdltd¥ akryyliamidia ja
yhtd tai useampaa yhdisteist#: akryylihappo, metakryylihappo, metak-
ryyliamidi, niiden johdannaiset ja akryylihapon tai metakryylihapon

suolat.

3. Patenttivaatimuksen 1 tal 2 mukainen polymeerimatriksi, t u n-
nettu siitd, ettd se on kopolymeraattia, joka sisiltdd akryy-
liamidia ja 20-60 mooliprosenttia metakryylihappoa.

4, Jonkin patenttivaatimuksen l1-3 mukainen polymeerimatriksi,
tunnettu siitd, ettd se on kopolymeraattia, joka sis&ltdd
akryylihappoa ja akryylihapon tai metakryylihapon alkali- tai maa-
alkalisuolaa. '
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