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(54) Parannettu menetelmé valmistaa indikaattorijérjestelmd antigeeni-vasta-
ainereaktioiden méérittémiseksi geelissd tapahtuvan hemolyysin avulla -
Férbéttrat forfarande att framstdlla indikatorsystem fér bestémning av
antigen-antikroppsreaktioner med hjélp av hemolys i gel

Keksinndn tarkoituksena on esittd& parannettu menetelmd@ valmistaa
indikaattorijédrjestelmé& antigeeni-vasta-ainereaktioiden mdérittémi-

seksi geelissd tapahtuvan hemolyysin avulla.

Hemolyysid geelissd eli HIG-menetelmd&d kaytetdédn sairaaloissa ja
laboratorioissa osoittamaan, ettd jokin henkild sairastaa tai on
sairastanut tiettyd tautia. HIG-menetelmd&lld osoitetaan talldin,
ettd hankildn veressd tai seerumissa on kyseisen taudinaiheuttajan
eli antigeenin vasta-ainetta. T&td HIG-menetelmd&d voidaan myds kayt-

t88 tietyn antigeenin identifioimiseen tunnetulla vasta-aineella.

HIG-menetelmissd kaytet&&n tietyssd puskurimiljddssd valmistettua
agaroosilevyd eli -geelid, joka sisdlt&& erytrosyyttej&d, joihin on
sidottu antigeeneja tai vasta-aineita. Erytrosyyttien ja antigee-
nien tai vasta-aineiden va@linen sidos voidaan vield vahvistaa kemi-
allisilla aineilla kuten kromitrikloridilla. Geeli sis&lt&d myos

komplementtia.



2 58566

Tutkittava n3yte, esimerkiksi seerumi, lis&t&&n agaroosigeelisség
olevaan kuoppaan ja inkuboidaan. Levylls tapahtuva hemclyysi kuopan
ymparilld csoittaa, ettd tutkittava ndyte sisilti3 miSritettivis
antigeenia tal vasta-ainetta. Hemolyysi perustuu seuraavaan mekanis-
miin. Tutkittavassa n8ytteessd oleva vasta-aine tai antigeeni reagoi
agarlevyssd olevan antigeenin tai vasta-aineen kanssa ja herkistis

komplementin, jolloin erytrosyytit hajoavat eli tapahtuu hemolyysié.

HIG-menetelmddn perustuvia indikaattorijdrjestelmis on kuvattu esi-
merkiksi saman hakijan aikaisemmassa ruotsalaisessa patenttihake-
muksessa SE 7608297, Wellcome Foundation’in patenttijulkaisussa

BE 2532283 sek& julkaisussa Schildt et al. Intern. Symp. on Immunity
to Infections of Respiratory Systems in Man and Animals. Develop.
Biol. Standard, vol. 28 ss. 253-272. Edelld mainituissa Julkaisuissa
kuvatuissa indikaattorijirjestelmiss3 komplementti on mukana geelis-
sd. T&ll8in agarlevyn s3ilyvyys on rajattu eli korkeintaan 3-4 viik-
koa. Jos komplementti j&tet&d&n pois ja lis&itd3n vasta kuten esills
olevassa keksinndssd levyd kdytettdesss, indikaattorijarjestelmin

sdilyvyyttd voidaan 1isdti 3-4 kuukauteen.

Skaug et al. Acta Path. Microbiol. Scand. Sect. B vol. B3, ss.
367-372 ja Strannegérd et al. J. Clin. Microbiol. vol. 1 (8), ss.
491-494 ovat esittdneet menetelmdn, jossa komplementtiliuos kaade-
taan levyn p&dlle. Skaug'in menetelmd&d kiytettZessd lisat33n ensin
tutkittava ndyte ja inkuboidaan muutama tunti. T&m3n jé8lkeen kaade-
taan komplementtiliuosta levylle ja inkuboidaan jédlleen 20 tuntia.
Strannegédrdin menetelmd3ssd inkubointiajat ovat vastaavasti 7-24
tuntia seerumin ja noin kaksi tuntia komplementin kanssa. Kun komp-
lementtia 1is&t&&n liuoksena, sen tasainen levittiminen geelille,
joka usein on reunoilta koholla, on hankalaa Ja hemolyysirenkaat
voivat t&mén johdosta olla ep&dtasaisia, mik3 vuorostaan vaikeuttaa
hemolyysirenkaiden l&pimitan mittaamista. T&min lisaksi kaksi eri

inkubointia pitkitt&d3 tulosten saantia.

Y114 mainittujen haittojen poistamiseksi on kehitetty keksinndn mu-
kainen, nopea, luotettava ja pitemman sdilyvyyden omaava indikaatto-
rijérjestelmd ja menetelmd tamin indikaattorijarjestelmdn valmista-

miseksi.
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KeksinnBn mukaisessa jérjestelmé@ssd valmistetaan tietyssd puskuri-
miljBOssé& agaroosilevy, joka sis&dltd3 pelk&stddn erytrosyyttejd ja
ndihin kiinnitettyjéd antigeeneja tai vasta-aineita, mik& sidos voi-
daan vield vahvistaa kemiallisella aineella kuten kromitrikloridilla.
Indikaattorijédrjestelmddn kuuluva komplementti imeytetddn kastamalla
sopivan huokoskogon 0.5-5 um, edullisimmin 1.2 um, omaava kalvo komp-
lementtilivokseen ja kuivaamalla kalvo. Kalvomateriaalina voidaan
kdyttdd erilaisia selluloosaesteriseoksia tai selluloosatriasetaat-
tia. Imeytetty kalvo kylmé@kuivataan ja s&ilytet&an +49-6%C:ssa ja

kdytetd&dn tarvittaessa.

Vaihtoehtoisesti komplementti voidaan imeytt&& imupaperilevyyn. Kal-
vomateriaali on kuitenkin helpommin vakiocitavissa ja komplementti

levidd siit8 tasaisemmin kuin imupaperista.

Keksinntn mukaista jdrjestelm&id kdytettdessd tutkittava ndyte lisa-
td&n levylle ja inkuboidaan tunti. T&m&n j&lkeen asetetaan komple-
menttia sis&ltdvad kalvo levylle ja inkuboidaan. Hemolyysirenkaat

ovat tasaiset ja niitd& on helppo mitata valkoista kalvoa vastaan.

Keksinndn mukaista jé&rjestelm@i on helppo kdyttdsd. Ei tarvita eri-
koiskoulutettua henkildkuntaa eiks erikoislaboratorioita. Jérjestel-
ma& voidaan kayttd& sielld missad sitd tarvitaan kuten sairaaloissa

Ja terveyskeskuksissa. Testin suoritus on nopeaa ja tulosten luke-

minen yksinkertaista ja selvaa.

Indikaattorijdrjestelmén sdilyvyyden parantuminen merkitsee sita,
ettd levyjd voidaan valmistaa suuremmissa erissd ja varastoida.
Tamd helpottaa jarjestelmé@n teollista valmistusta ja jakelua. Jos
sdilyvyys on huono, levyt on valmistettava juuri ennen kayttda ja
lisdksi on jérjestettédvéd erikoiskuljetuksia. Parempi sd&ilyvyys
takaa myds sen, ettd kayttédjadt, jotka harvemmin tarvitsevat jé&r-
jestelmadd, voivat hyddynt&ad sitd. VY113 mainitut seikat osoittavat,
ettd tédllaisella paremman sdilyvyyden omaavalla indikaattorijérjes-
telmdlléd on suuri teknillinen ja taloudellinen merkitys.

Keksintdad valoitetaan seuraavilla influenssaa, sikotautia ja viburi-

rokkoa koskevilla suoritusesimerkeilla:
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Esimerkki 1

HIG-levyn valmistaminen influenssavirusantipeeneilla

a) Levyn valmistaminen

Sekoitetaan koeputkessa 0.5 ml kukon punasoluja, 0.5 ml influenssa-
viruspitoista allantoisnestettd, jonka hemagglutinaatiotiitteri on
640 HAU/ml sekd 0.5 ml 0.1 % CrCla-SHZD 0.175 M NaCl:sséa.

Viiden minuutin kuluttua lis&t33n 30 ml 0.05 M fosfaattipuskuria
pH 7.2, jossa on 0.15 M NaCl, 0.003 M CaC12 ja 0.001 M MgC12 seka
0.2 % naudan albumiinia.

Sentrifugoidaan ja solut pest3&n vielsd kerran samalla puskurilla.
Témdn j&lkeen sentrifugoidaan ja solupakka suspensoidaan 10 %:ksi

edelld mainittuun puskuriin ilman naudan albumiinia.

Sekoitetaan 0.6 g agaroosia 39 ml:aan 0.05 M fosfaattipuskuriin

pH 7.2, jossa on 0.15 M NaCl ja kuumennetaan vesihauteella, kunnes
agaroosi on sulanut. J&&hdytetd&n agaroosi 43°C:een Jja lisataan
siihen edelld valmistettu 10 %:nen soluerd (5 ml). V&littdmdsti
valetaan agaroosipunasoluseoksesta esim. 7.5 ml muovilevylle, jossa
on 1.5 mm syvd ja 6 x 8 cm:n kokoinen syvennys. Kun agaroosi on
jéhmettynyt, stanssataan siihen @ 2 mm:n reiki3 seerumindytteits

varten.
b) Komplementtikalvon valmistaminen

Komplementti (marsun seerumi) laimennetaan 1:3 0.05 M fosfaattipus-
kurilla pH 7.2, jossa on 0.15 M NaCl.

1.2 pm:n huokoskoolla varustetusta membraanisuodatinkalvosta, Jjoka
on valmistettu selluloosaesteriseoksesta, leikataan 6 x 8 cm:n ko-
koisia paloja, jotka asetetaan vuorollaan kellumaan komplementti-
liuoksen p&&lle. Imettyd&n komplementin (n. 0.7 ml/pala) kalvo
asetetaan teradsalustalle, jolla se siirretd&n kylmikuivuriin.
Kylmdkuivatut kalvot voidaan s3ilyttd3 esim. kuumasaumatussa muovi-

pussissa jdakaapissa.
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c) Kayttd

HIG-levyn kuoppaan tiputetaan seerumia 5 gl ja annetaan diffundoi-
tua 1 tunti. Sen jélkeen asetetaan komplementtikalvo agarocosin
pinnalle ja suljetaan levyn kansi j&lleen. Inkuboidaan 18 tuntia
37°C l&dmpdkaapissa, jonka jédlkeen mitataan kuopan ympdrille muodos-
tunut hemolyysirengas, joka erottuu helposti levyn takaa valkoista
kalvoa vasten. Hemolyysirenkaan l&dpimitta on suhteessa ndytteen

vasta-ainepitoisuuteen.

Esimerkki 2

HIG-levy vihurirokko vasta-ainemdé&ritykseen

Levyt valmistetaan kuten esimerkiss& 1 a), mutta influenssa-antigee-
nin tilalla on rubellaviruskasvatusnestettd, jonka hemagglutinaatio-
tiitteri on 512 HAU/ml.

Komplementtikalvon valmistamiseen voidaan kdyttdad myds 1.2 um huo-
koskoon omaavaa selluloosatriasetaattikalvoa, joka kdsitelldadn kuten
gesimerkissd 1. T&mé kalvo ottaa itseensd noin 0.85 ml komplementtid.

K8dytetdan esimerkissd 1 c) kuvatulla tavalla.

Esimerkki 3

HIG-levy sikotautivasta-ainemd8ritykseen

HIG-levy valmistetaan esimerkin 1 a) mukaisesti, mutta influenssa-
antigeenin tilalla on sikotautivirusta sis&lt&v&3 allantoisnestetta.

jonka hemagglutinaatiotiitteri on 640 HAU/ml.
Komplementtikalvona voi myds kaytt&ad 0.8 um:n huokoskoolla olevaa
selluloosaesteriseoksesta valmistettua membraanisuodatuskalvoa.

Tamd kalvo imee itseensd komplementtia noin 0.65 ml.

Kdytet3dn esimerkissd 1 c) kuvatulla tavalla.
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Patenttivaatimukset

1. Parannettu menetelmd valmistaa indikaattorijirjestelms antigeeni-
vasta-ainereaktioiden mé&&rittamiseksi geelissd tapahtuvan hemolyysin
avulla, t unnettu siitd, ettd indikaattorijirjestelmsdsn kuu-

luva komplementti kiinnitet&&n erilliseen kalvoon Ja kylmé&kuivataan.

2. Vaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu siitd, etts
kalvona kdytet&&n selluloosaesteriseoksia tai selluloosatriasetaat-

tia.

3. Vaatimusten 1-2 mukainen menetelmd, t unnet t u siitd, ettd

kalvon huokoskoko on 0,5-5 um.

4. Vaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu siitd, etts

kalvon huokoskoko on 1,2 um.
Patentkrav

1. Forbattrat férfarande att framst3lla ett indikatorsystem f&r
bestamning av reaktioner mellan antigener och antikroppar med
hjélp av hemolys i gel, k& nnetecknat av att indikator-

systemets komplement f&stes vid en separat membran och lyofiliseras.
2. Forfarande enligt patentkrav 1, k&8 nnetecknat av
att membranen bestdr av cellulosaesterblandningar eller cellulosa-

triacetat.

3. Foérfarande enligt patentkrav 1-2, k& nnetecknat av

att membranens porer &r av storleken 0,5-5 um.

4. Forfarande enligt patentkrav 3, k&8 nnetecknat av

att membranens porer &r av storleken 1,2 um.
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