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Diagnostinen viline ja menetelm¥ immuno-kemiallista mddritystd
varten - Diagnostiskt medel och fdrfarande fér immuno-kemisk

diagnos

Tdméd keksint®d kohdistuu diagnostisiin vilineisiin immuno-
kemiallista m38ritystd varten, edullisesti valmistettuina koelius-
koiksi, jotka muodostuvat kapillaareja sisdltdvéstd kantajamateri-
aalista ja menetelmd#n tdllaisen analyysin suorittamiseksi.

Tarkemmin sanottuna diagnostinen vdline muodostuu vasta-ainei-~
ta sisdltdvistd, kapillaaripitoisesta huokoisesta kantajamateriaa-
lista. Analyysimenetelmi k#sitt44 immuno-kemiallisen médrityksen,
jolle on tunnusomaista huokoisessa kantajamateriaalissa, johon on
liitetty vasta-aineita alalla tunnetulla tavalla esimerkiksi absorboi- -
malla tai kovalenttisen sidoksen avulla esim. syanogeenibromidia '
tai glutarialdehydi¥ k¥yttden, esiintyvien kapillaarivoimien hyv#k-
sikdytts.

Mddritettdvidd antigeenia sisdltdvit nldytteet lisHtdin kapil-
laaripitoiseen diagnostiseen vdlineeseen. Kapillaarisen imeytymisen
annetaan tapahtua, jonka j¥lkeen diagnostisen laitteen antigeenia



sisdltdvdt alueet osoitetaan lis#dm¥ll¥ vasta-aineita sopivaan
vdri-indikaattoriin sidottuna, kuten fluoresoivaan yhdisteeseen
sidottuna tali entsyymikatalysoimalla virireaktio.

T&hdn mennessd kdytetyt kvantitatiiviset immuno-kemialliset
menetelmdt perustuvat immunodiffuusioon, kuten esim. Mancini- tai
Oucﬁterlony—mehetelm&t, jotka ovat saaneet nimens# keksijBittensd
mukaan tai immunocelektroforeesin kiyttd38n kuten Laurell'in elektro-
immunoanalyysissi. N4issd menetelmissd, samoinkuin niiden muunnok-
sissa, saadaan antigeenin ja vasta-aineen v#lttdmdtdn vuorovaikutus
aikaan diffuusioprosessin ja/tai elektroforeettisen prosessin avulla,
kun taas t8ssd esiteltdvd menetelmd perustuu huokoisen kantajamate-
riaalin, johon on liitetty vasta~-aineita, kapillaarivoimien kdyt-
tédn.

Keksinn®n soveltamiseen sopivina kapillaaripitoisina materi-
aaleina voidaan kdyttdd erilaisia selluloosakuituja siséltdvii ma-
teriaaleja, kuten suodatinpaperia, kromatograafista paperia, ionin-
vaihtopaperia, selluloosa-asetaattikalvoa, selluloosa-asetaatti-
levyjd, selluloosaa olevia ohutkerroskromatograafisia levyjd sekd
my8s sellaisia aineita kuten tdrkkelyst&, Sephadex (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala), muovimateriaaleja kuten polyvinyylikloridia,
keraamisia materiaaleja ja aineyhdistelmil kuten polyvinyyliklorodi-
kvartsi. Sopivié vasta-aineita saadaan immunisoimalla alalla tunne-
tulla tavalla.

Keksint®4 esitell¥¥n seuraavien esimerkkien avulla.

Diagnostisen vilineen valmistus

Esimerkki 1

Tdssd esimerkissid k#sitelldSn vasta-aineiden saattamista
liukenemattomiksi CNBr-yhdisteen avulla. 10 g selluloosapitoista
materiaalia sijoitetaan tislattuun veteen viideksi minuutiksi. Tdm4n
jdlkeen lisdtddn liuos, joka sis&#81ltd44 8 g CNBr 300 millilitrassa
tislattua vetty ja pH s4idetll#n arvoon 10,3 1M NaOH-liuoksen avulla.
Ylldpitden tdtd pH-arvoa pH-sddt8jen avulla reaktio suoritetaan
20 minuutin aikana ja liuos dekantoidaan sitten pois. Selluloosama-
terlaall pestddn 2 litralla 0,005M NaHCO3 liuosta. Pesuliuoksen pois-
tamisen jédlkeen inkuboidaan selluloosamateriaalia y®n ylitse +4°C:n
lémpStilassa liucksella, joka sisdlt¥4 500 mg kanin gammaglobuliinia

"



ihmisen gammaglobuliinia vastaan (IgG Fc-osa) 10 millilitrassa
0,1M NaHCOs—liuosta ja inkuboidaan sitten uudestaan 3 tuntia

100 millilitralla 0,005 etanoliamiiniliuosta, jonka jHlkeen suori-
tettiin uusi pesu 500 millilitralla 0,5M NaHCOa—liuosta ja sit-
ten 200 millilitralla 0,1M asetaattipuskuria, jonka pH-arvo on 4,0
ja 500 millilitralla 0,075M natriumbarbituraattipuskuria, johon
on lisdtty 0,3 % albumiinia +4°C:ssa.

Esimerkki 2

T8ss5d esimerkissd esitelld¥n vasta-aineiden tekeminen liuke-
nemattomiksi kapiliaaripitoisella materiaalilla glutaarialdehydi¥
kdyttden. 0,6 g selluloosa-asetaattimembraania inkuboidaan liuok-
sella, joka sisdlt#d 100 mg kanin gammaglobuliinia ihmisen gammaglo-
buliinia vastaan (IgG Fc-osa) 10 millilitrassa 0,1M fosfaattipuskuria
pH-arvolla 6,8 30 minuutin ajan. Kun liuos on poistettu dekantoi-
mallé, inkuboidaan membraania 10 millilitrassa 1 prosenttista
glutaarialdehydiliuosta 30 minuutin ajan, jonka j#lkeen inkuboidaan
10 millilitrassa 1,0M metyyliamiinia 15 minuuttia. Membraani pestiin
sitten 100 millilitralla natriumbarbituraattia ja pidet¥#n samassa
puskurissa +u°C:ssa, johon on ligdtty 0,3 % albumiinia.

Esimerkki 3

Tdssd esimerkissd esitellidn vasta-aineiden tekeminen liuke-
nemattomiksi kapillaaripitoisella kantajamateriaalilla adsorption
avulla. 10 £ polyv1nyvl1klor1d1-kvarts1a (Microporous Plastic Sheet,
American Esna Corporatlon, New York, N.Y.) inkuboidaan y¥n ylit-
se +4°C:ssa liuoksella, joka sis#lt84 500 mg kanin gammaglobuliinin
ihmisen gammaglobuliinia vastaan (IgG Fc-osa) 100 millilitrassa 0,1M
fosfaattipuskuria pH-arvolla 6,8. Inkuboinnin pHityttyd materiaali
pestdsn 1 -litralla fosfaatilla puskuroitua fysiologista NaCl-liuosta
pPH-arvolla 7,0. Materiaali kuivataan suodatinpaperien vilissi.

_ Esimerkki 4
T&ssd egimerkiss& kdsitellddn fluoresoivien vasta-ainekonju-

gaattien valmistus.

a) 720 mg kanin gammaglobuliinia ihmisen'gammaglobuliinia
vastaan (IgG Fe-osa), 0,57 g NaCl, 0,259 g NaHCO; ja 0,049 g
Na2C03.lOH20 liuotetaan 72 millilitraan tislattua.vetti. Reagentti-
liuos jddhdytetddn jd4hauteessa ja 36 mg fluoreseiini-isotiosyanaat-



tia lisdtddn sekoittaen. Liuosta sekoitetaan sitten kylméssd 18 tun-
tia. Tdmdn jdlkeen seos dialysoidaan fosfaatilla puskuroitua NaCl-
liuvosta vastaan pH-arvolla 7,0, kunnes dialyysineste ei enf#n fluo-
resoi. Muodostunut vasta-aine-konjugaatti jddhdytetddn.

b) 720 mg kanin gammaglobuliinia ihmisen gammaglobuliinia
vastaan (IgG Fec-osa), 0,57 g NaCl, 0,259 g NaHCO3 ja 0,049 g
Na2003.lOH20 liuvotetaan 72 millilitraan tislattua vettd. Reagent-
tiliuos jddhdytetddn jddhauteessa ja 9 mg rodamiinia liuotettuna 2 mil-
lilitraan.asetonia lis#dt84n sekoittaen. Liuosta sekoitetaan kylmis-
si 18 tuntia. Seos dialysoidaan sitten fosfaatilla puskuroitua
fysiologista NaCl-liuosta vastaan pH=-arvoilla 7,0, kunnes dialyysi-
neste ei endin fluoresoi. Saatu vasta=-ainekonjugaatti jH4#hdytetdin.

¢) 720 mg kanin gammaglobuliinia ihmisen gammaglobuliinia
vastaan (IgG Fc-osa), 0,57 g NaCl, 0,259 g NaHCO3 ja 0,049 g Na2C03.-
10H,0 liuotetaan 72 millilitraan tislattua vettd. Reagenttiliuos
j4dhdytetddn jddhauteessa ja 20 mg dansyylikloridia liuotettuna 7 mil-
lilitraan asetonia lisdt##n sekoittaen. Liuosta sekoitetaan kylm#n#
useita tunteja. Seos dialysoidaan sitten fosfaatilla puskuroitua
fysiologista NaCl-liuosta vastaan pH-arvolla 7,0 kunnes dialyysineste
ei en#¥n fluoresoi. Saatu vasta-ainekonjugaatti jH&hdytetidin.

Esimerkki 5

T&ssd esimepkissa esitetddn LDH—iso-entsyymi-Hu—vasta-aine-
konjugaatin valmistus. Suspensio, joka sisdlt44 4,5 mg LDH-iso-
entsyymi—Hu ammoniumsulfaatissa, dialysoidaan 0,1M fosfaattipuskuria
vastaan pH-arvolla 6,8. Sekoittaen lisdtddn 2,25 mg kanin gammaglo-
buliinia ihmisen gammaglobuliinia vastaan (IgG Fc-osa) ja fosfaatti-
puskuria, kunnes kokonaistilavuus on 1,35 ml. Kun kaikki kanin gamma-
globuiiini on liuennut, lisdtddn tipottain 45 /ul 1 prosenttista
glutaarialdehydiliuosta. ja reaktioseoksen annetaan olla huoneen
lédmp8tilassa 2 tuntia. Seos dialysoidaan sitten natriumbarbituraat-
tipuskuria vastaan ja konjugaatti varastoidaan +4°C:n ldmpdtilassa.
Ennen kéytt&& se laimennetaan 10 millilitralla barbituraattipuskiu-
ria, johon on lis¥tty 2 % albumiinia.

Esimerkki 6
Liukenemattomuuden toteaminen - Kokeessa kdytetdin kaksi mate-
riaaliliu?ékaa,jotka on.kasitelty_Eggiiggigzan&gg;mgghigwmgkgigggsé;h,
ja kaksi k8sittelemdtdntd liuskaa. Yht3 kumpaakin laatua olevaa



liuskaa inkuboidaan liuoksessa, joka sis&lt#4 1 milligramman ihmisen
gammaglobuliinia (IgG) millilitraa kohti natriumbarbituraattipus-
kuria. Kaikki liuskat pestdin sitten 20 millilitralla natriumbarbi-
turaattipuskuria, joka sisdltdd4 0,15M NaCl, kymmenen kertaa kaikki-
aan, jonka-jdlkeen niit4 inkuboidaan fluoreseiini-isotiosyanaatti-
vagsta~ainekonjugaatissa 10 minuuttia. Uusintapesu suoritetaan ku-
ten edelld, liuskat kuivataan ja niitd tarkastellaan ultravioletilla
valolla, jonka aallonpituus on .340 nm, sen havaitsemiseksi, ettd
fluoresenssi¥ .esiintyy vain liuskoilla, jotka sis#ltdvdt liukenemat-
tomia vasta-aineita ja joita on inkubojtu IgG-liuoksessa. Tutkitta-
essa esimerkin 3 mukaisia liuskoja kdytetddn hdrdn albumiinilla k&-
siteltyj& liuskoja vertailuun. '
Esimerkki A. Immuno-kemiallinen m#&ritys.
Esiteltdvin keksinn8n mukaisesti valmistettua diagnostista

vdlinettd kdytetddn immuno-kemialliseen mddritykseen diagnostisia
tarkoituksia varten.seuraavasti:

Tutkittavaa materiaalia - tunnettu m¥3r¥, edullisesti 1-3/ul
sijoitetaan kapillaaripitoiseen kantajamateriaaliin, samanaikaisesti
vastaava mid8rd standardiliuosta, joka sisdltd44 tunnetun mi4drdn koes-
tettavaa antigeeni&, eri laimennuksina sijoitetaan koeliuoksen vie-
reen. '

Liikkuvana faasina kapillaarisen imeytymisen helpoittamiseksi
voidaan kdytt#4 esim. 0,075M natriumbarbituraattipuskuria, johon on
lis8tty 0,3 % albumiinia.

Kapillaari-imeytys voidaan suorittaa seki avoimissa ettd sul-
jetuissa koeastioissa; lisdksi liikkuva faasi voidaan saada liikku-
maan joko yl&spdin tai alaspiin. Edullisesti kdytet#dn suljetun astian
Jja nousevan faasin yhdistelm#4. Halutun ajan kuluttua kapillaari-
imeytymisen alkamisesta kostea kantajamateriaali siirretd%n vasta-
aineliuokseen, joka sis¥1t4% joko.fluoreseiini-isotiosyanaattiin tai
laktatedihydrogenaasi(LDH):44n sido?tuja vasta—aineita. Suositeltava
inkubointiaika molemmissa ndissd liuoksissa.on 10 minuuttia. Inku-
boinnin jilkeen kantajamateriaali pestdin juoksevassa vedessd +37°C:n
l&mpdtilassa 5 minuutin aikana, jonka jilkeen inkuboidaan edullises~-
ti 2 x § minuuttia 20 millilitrassa natriumbarbituraattipuskuria,
joka sisdltd4 0,2 % albumiinia ja 0,15M NaCl.



Jos fluoresoivia vasta-aineita kdytetdin tunnistukseen,
vasta-aineiden imeytymiset&isyys mitataan ultravioletissa valossa,
jonka aallonpituus on 340 n. Jos LDH-vasta-aineliuosta kdytetdin,
k#sitelldlin kantajamateriaalia vdrjdyskylvyssd, joka saadaan seuraa-
vasti:

. 30 mg nitroblue-tetratsoliumia ja 40 mg NAD-yhdistettd liuo-
tetaan 56 millilitraan 0,05M TRIS-puskuria pH:n arvolla 7,4. Seok-
seen lisdt¥3%n 1,60 millilitraa 3,6M litiumlaktaattia, 5 millilit-
raa 0,06M kalsiumsyanidia ja muutamia‘jyvasia metyylifenatsonium-
metasulfaattia liuotettuna 2 millilitrsan tislattua vettd. Kapillaa-
ripitoista materiaalia inkuboidaan virjdyskylvyssd +37°C:ssa, kunnes
havaitaan selva'varjaytyminen.’Varin muodostuminen johtuu siit4,
ettd LDH katalysoi reaktion laktaatti + NAD ——=2 pyruvaatti +
NADH, ja ettd NADH, kvantitatiivisesti pelkistdd nitroblue-tetratso-
liumin liukenemattomaksi lilan vdériseksi formateaaniksi.

Havaitut, antigeenin peittdmdt alueet diagnostisessa vili-
neessd kasvavat sitten kooltaan antigeenin pitoisuuden kasvaessa
tutkittavissa n8ytteissd. Matriisiin sitoutuneet vasta-ainemolekyylit
hidastavat antigeenimolekyylién siirtymistd vaihtoreaktioiden vaiku-
tuksesta. kapillaari-imeytymisen aikana. Mitd suurempi on antigeenin
pitoisuus, sita,pienempi on hidastava vaikutus, koska keskim#drdinen
aika, jonka antigeenimolekyyli on liittynyt vasta-aineeseen lyhenee
antigeenin pitoisuuden kasvaessa.

Esimerkki B

Esiteltdvidn keksinndn mukaisesti valmistettuja, vasta-aineita
sisdltdvid kapillaaripitoisia kantajamateriaaliliuskoja upotetaan
m&ép&ttyyn, esimerkiksi 3 millimetrin.syvjyteen tutkittavan aineen
liuosta. T4118in alkavan kapillaari-imeytymisen annetaan jatkua 3-20
minuuttia ja lopetetaan sitten poistamalla liuskat liuoksesta. Anti-

geenin imeytymismatka mitataan esimerkissi A esitetylld tavalla ja

tulokset todetaan esimerkin A mukaisesti.

: Vaikka keksint8d on esitetty sen midrfittyjen toteutusten
yhteydess&, on ymmidrrettdvi, ettd erilaisia muunnoksia ja sovellutuk-
sia voidaan tehdd mukaanliitettyjen patenttivaatimusten puitteissa,
joiden on tapkoitettu kdsittdvdn myds. midrdtyt toteutukset.



Patenttivaatimukset.

1. Diagnostinen vdline immuno-kemiallisia m#drityksi& varten,
edullisesti valmistettuna koeliuskaksi, tunnet tu siitd,
ettd se muodostuu kapillaaripitoisesta, huokoisesta kantajamateri-
aalista, johon on liitetty vasta~-aineita.

2. Edelldolevan patenttivaatimuksen mukainen diagnostinen
vdline, tunnettu siitd, ettd vasta-aineet on liitetty kapil-
laaripitoiseen kantaja-materiaaliin adsorboimalla tai kovalenttisen
sidoksen avulla esimerkiksi syanogeenibromidia tai glutaarialdehydid
kdyttden.

3. Edelld olevien patenttivaatimusten mukainen diagnostinen
vdline, tunnettu siitd, ettd kapillaaripitoinen materiaali
on selluloosakuitua, t8rkkelystd, Sephadex-materiaalia (Pharmacia
Fine Chemicals), muovia kuten polyvinyylikloridia, keraamista mate-
riaalia, materiaaliyhdistelmy kuten polyt%ﬁﬁyliﬁlorldl -kvartsi.

4, Menetelm# immuno- kemlalllstafmaarlfysta varten, tunnet -
t u siitd, ettd se kisittdd mi4ritettdvdZ antigeenil sisHdltivin
ndytteen lisddmisen edelldolevien patenttivaatimusten mukaiselle
kapillaaripitoiselle diagnostiselle vilineelle, jolloin kapillaarinen
imeytyminen alkaa, mink4j4lkeen diagnostisen vilineen antigeenipi-
toiset alueet analysoidaan lis&4m#114 vasta-aineita sidottuna sopi-
vaan viri-indikaattoriin, kuten fluoresoivaan yhdisteeseen tai ent-
syymillé katalysoidun virinmuodostusreaktion avulla.

S. Paténttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd v3ri-indikaattori on fluoreseiini~isotiosyanaatti,
rodamiini tai dansyylikloridi.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmfi, t unne t tu
siit¥, ettd diagnostinen vdline on polyvinyylikloridi-kvartsia oleva
koeliuska, jolle on adsorboitu vasta-aineita ihmisen gammaglobulii-
nia vastaan. ,

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmi, tunnet tu
siitd, ettd vasta-aineeseen sidottu viri-indikaattori on fluoreseiini-

isotiosyanaatti.



Patentkrav:

l. Diagnostisk anordming f&r immuno-kemisks métningar, féretréddesvis
utformad som testremsor, k E&nnetecknad dirav, att néimnda remsor
omfattar ett kapillérer innehdllande, pordst bédrarmaterial, vid vilket
bundits antikroppar.

2, Diagnostisk anordning enligt firegl8ende patentkrav, k i nnet e ¢ k-
n ad ddrav, att antikropparna dbundits vid det kacoilléira birarmaterialet
genom adsorption eller kovalentbbimdning, BélOI med cysnogenbromid eller
glutaraldehyd.

3, Diagnostisk anordning enligt ftreglende patentkrav, k 4 n n ete ¢ k-
n ad ddrav, att det kapilldra birarmaterialet bestdr av cellulosafiber,
stirkelse, Sephadex (Pharmacia Fine Chemicals), plastmaterial sisom poly-
vinylklorid, keramiskt material, kombinationer sisom polyvinylklorid~kisel-
dioxid,

4. Forfarande f8r immuno-kemisk métning, k inneteckneat dir-
av, att proven innehfllande antigesnet som skall miétas tillséitts en kapillérer
innehdllande diagnostisk anordning enligt firegdende patentkrav, em kapillér
vandring initieras varefter de antigeninnehillande areorna i den diagnostis-
ka ancrdningen provas medelst tillsédttande av antikroppar bundna till en
limplig férgindikator, sdsom en fluorescerande firening eller ett enzym som
katalyserar en fédrgframkallande reaktion.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, x i nnetecknat dirav,
att fédrgindikatorn &r fluoreceinisotiocyanat, rodamin, dansylklorid.

6.Fsrfarande enligt patentkravet 4, k i nnetecknat dirav, att
den diagnostieka anordningen &r en testremsa av polyvinylklorid~kiseldioxid
pd vilken adsorberats antikroppar mot gammaglobulin av ménniska.

7. Férfarande enligt patentkravet 6, k i nnetecknat dérav,
att den antikroppbundna férgindikatorn &r fluoresceinisotiocyanat.
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