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Oy Kolster Ab

Koelaite ligandin m3&rittimiseksi nestendytteestd homogeenisella immuno-
kokeella, menetelmd sen vamistamiseksi ja laitteen avulla suoritettava
analyyttinen menetelmi - Testanordning f6r bestimning av en ligand i ett
vdtskeprov medelst homogen immunoanalys, f&rfarande f&r framstdlining av
denna och med anvindning av anordningen utfdrt analytiskt f&rfarande

(57) Tiivistelmi

Keksintd koskee homogeenista spesifistd sitomiskoe-
laitetta, menetelmild sen valmistamiseksi ja menetelmii
ligandin, kuten antigeenin, hapteenin tai vasta-aineen
mddrittdmiseksi tai ligandin sitomiskyvyn midrittimisek-
si nesteniytteessid. Koelaite sisiltXi kiintedn kantaja-
j&senen, esim, kuitumateriaalista, kuten paperista tai
polymeerikalvosta tai geelistid muodostetun kantajajise-
nen, johon on sisdllytetty homogeenisen cspesifisen sito-
miskoesysteemin reagenssit, joka systeemi antaa havaitta-
van vasteen, tavallisesti sihk&magneettisen sdteilyn sig-
naalin, joka on riippuvainen ndytteessd lisnd olevasta
ligandista tai sen miiristd tai ligandin sitomiskyvysta.
Kdyttdkelpoisissa homogeenisissa spesifisissd sitomis-
koesysteemeiss¥ merkintdaineina on mm entsyymisubstraat-
timerkintdaineita, merkittyj¥ entsyymin prosteettisia
ryhmid ja entsyymimerkintdaineita. Havaittava vaste
saadaan edullisesti luminesenssi~ taj fluoresenssivastee-
na tai spektrofotometrin tai kolorimetrin antamana vas-
teena, joka voidaan mitata silmimdfirin tai instrumen-
tilla.



(57) sammandrag

Uppfinningen hidnf8r sig till en homogen, specifik, bin-
dande analysanordning, ett f8rfarande f8r dess framstdll-
ning, och ett f&rfarande f8r dess anvdndning vid bestim-
ningen av en ligand, sisom ett antigen, hapten eller en
antikropp, i, eller av ligandbindande kapaciteten hos
ett vitskeprov. Testanordningen omfattar en fast birar-
del, sidsom en bdrardel av fibermaterial, t.ex. papper,
eller av en polymerfilm eller en gel som infdrlivats

med reagenser fir ett homogent, specifikt, bindande
analyssystem, vilket alstrar en detekterbar reaktion,
vanligtvis en elektromagnetisk strdlningssignal, vilken
beror pd ligandens n¥rvaro eller méngd i

eller av den ligandbindande kapaciteten hos provet.
Anvindbara homogena, specifika, bindande analyssystem
inkluderar som mirkningsmedel mirkta enzymsubs-

trat, miarkta prostetiska grupper av enzymer och mirk-~

ta enzymer. Den detekterbara reaktionen 4r féretridesvis
en luminescent, fluorescent, spektrofotometrisk eller kolo-
rimetrisk reaktion, vilken kan mitas genom visuell ob-
servation eller medelst instrument.
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Koelaite ligandin mddrittédmiseksi nesteniytteestd homogee-
nisella immunokokeella, menetelmd sen valmistamiseksi ja

laitteen avulla suoritettava analyyttinen menetelmi

Keksinndn kohteena on koelaite ja menetelm& sen
kdyttédmiseksi ligandin mé&rittédmiseen tai ligandin sitomis-
kyvyn mddrittédmiseen nestendytteessd, joka menetelmd pe-
rustuu spesifisen sitomiskokeen, esim. immunokokeen peri-
aatteeseen. Erityisesti keksint® koskee kiintedssi muo-
dossa olevia kantaja-aineita, jotka sisiltidvdt homogeeni-
sen spesifisen sitomiskokeen reagensseja.

Eri tyyppisten ndytteiden analyyseihin, varsinkin
luonnossa olevien biologisten nesteiden, teollisuusnestei-
den ym. analyyseihin kdytetdin usein kiinteiden analyyt-
tisten yksik&iden muodossa olevia koeliuskoja, koska nii-
den kdyttd8 on mukavaa ja tulokset saadaan niitd kdytt&en
nopeasti. Erilaisten kliinisesti merkitsevien aineiden
havaitsemiseen biologisissa nesteiss&, kuten veriherassa
tai virtsassa koeliuskat ovat osoittautuneet sangen edul-
lisiksi mddritettdessd ihmisten ja eldinten tautien laatu
ja késittely.

Tavanomaiset koeliuskojen muodossa olevat koelait-
teet kdsittdvdt tavallisesti kantajajidsenen, kuten absor-
boivan tai huokoisen perusaineen, joka on esim. paperia,
johon on sisdllytetty reagensseja, jotka reagoivat kokeil-
tavaan nestendytteeseen sisdltyvdn aineosan tai aineosien
kanssa, josta reaktiosta on havaittavana tuloksena, taval-
lisesti sdhk®magneettisena siteilynd signaali, kuten vi-
rin muutos. Kokeiltava ndyte saatetaan kosketuksiin kanta-
jajdseneen sis#dllytetyn reagenssin kanssa, esimerkiksi
kastamalla laite hetkeksi ndytteeseen tai lis&&m#1l4 niy-
tettd laitteelle ja havaitsemalla tai mittaamalla tulos
mddrdtyn reaktioajan kuluttua. T&llaisten koelaitteiden
etuna on niiden helppo kdyttd rutiinimidriyksissid, joissa
laborantilta ei kulu aikaa eikd vaaditid taitoa reagenssien
lisddmiseen ndytteeseen, ja joissa tulokset saadaan hel-

posti havaittavina tai instrumenttilukemina. Lisiksi
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helposti havaittava tulos tai instrumenttilukema saadaan

nopeasti.
Eri tyyppiset koeliuskat ovat olleet tunnettuja ja

kdyt&ssd useiden vuosien ajan monilla eri aloilla aina ta-
vallisimmasta pH-paperista in vitro diagnostisiin laittei-
siin erilaisten virtsan ja veren aineosien toteamiseen, ku-
ten glukoosin, proteiinin, vieraan veren ym. toteamiseen
(nditd on kuvattu esim. US-patenttijulkaisuissa nro
3 164 534, 3 485 587 ja 3 012 976) . Ndissd tavanomaisissa
koeliuskoissa olevat reagenssikoostumukset reagoivat mii-
ritettdvén aineen tai miiritettivien aineiden kanssa suo-
raan, ja niiden herkkyys on t&sti syystd ja muista syistid
rajoittunut kdytt88n aineiden havaitsemiseksi, joita nes-
tendytteissd on konsentraatioina millimoolista ylOspdin.
Toisaalta spesifinen sitomiskoetekniikka on osoit-
tautunut erittidin kdyttdkelpoiseksi analyyttisissa mene-
telmissd mddritettiessd erilaisia orgaanisia, diagnostisel-
ta, ladketieteelliseltd, ympiristén ja teollisuuden kannal-
ta tdrkeitd, erittdin alhaisina konsentraatioina esiintyvid
aineita. Spesifiset sitomiskokeet perustuvat ligandin, so.
madritettdvin sitoutumiskykyisen analyytin ja sen sitomis-
partnerin vuorovaikutukseen. Kun ligandi tai sen sitomis-
partneri on vasta-aine ja toinen niisti on hapteeni tai an-
tigeeni, niin koetta nimitet#in immunokokeeksi.
Tavanomaisessa spesifisessi sitomiskoetekniikassa
kokeiltavan nestemdisen aineen ndyte yhdistetd&n reagenssin
kanssa, jonka koostumus vaihtelee. T&illaisiin koostumuksiin
sisdltyy merkitty konjugaatti, joka kdsittii sitomiskompo-
nentin ja siihen sisdltyvin merkintdaineen. Merkityssd kon-
Jugaatissa oleva sitomiskomponentti yhdessd reagenssin mah-
dollisten muiden aineosien kanssa vaikuttaa kokeiltavassa
aineessa olevaan ligandiin ja muodostaa sitovan reaktiosys-
teemin ja tuottaa kahta lajia tai muotoa olevat merkityt

konjugaatit, sidotun ja vapaan. Merkityn konjugaatin sido-
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tussa lajissa sitomiskomponentti, esim. hapteeni tai anti-
geeni on sitoutunut vastaavaan Sitomispartneriin, esim. vas-
ta~aineeseen, kun sensijaan vapaassa lajissa sitomiskompo-
nentti ei ole t&lli tavoin sidottu. Tuloksena saadun sido-
tun lajin sisdltimi merkityn konjugaatin suhteellinen mii-
rd verrattuna vapaan lajin m8&rdsn riippuu koeniytteesti
mddritettivin ligandin md&risti.

Kun sidotun lajin merkitty konjugaatti on kdytdnnsl-
lisesti katsoen mahdoton havaita merkintdaineen havaitsemi-
seen kdytetylli ilmaisimella vapaan lajin sisdltimin merki-
tyn konjugaatin ldsndollessa, niin sidottu laji ja vapaa
laji on kokeen suorittamiseksi erotettava toisistaan fysi-
kaalisesti. Tdmdntyyppistd koetta nimitetddn alalla hete-
rogeeniseksi. Kun merkityn konjugaatin sidottu laji ja va-
pPaa laji pystytdin toistensa ldsndollessa havaitsemaan, ei
erottamisvaihetta tarvitse suorittaa, ja koetta kutsutaan
homogeeniseksi.

Ensimmdiseksi keksityssd eritt&in herkissi spesifi-
sessd sitomiskokeessa, radioimmunokokeessa kdytetddn mer-
kintdaineena radioaktiivista isotooppia. Tidllaisen kokeen
on vdlttdmittd oltava heterogeeninen, koska merkintdaineen
ilmaisimella havaittava ominaisuus pysyy kvalitatiivisesti
muuttumattomana vapaassa ja sidotussa lajissa. Radioaktii-
visten aineiden kdsittelyyn liittyvien hankaluuksien ja
vaikeuksien johdosta seki tarvittavan erottamisvaiheen wvuok-
si on kehitetty homogeenisia koesysteemeijg, joissa radio-~
isotooppien sijasta kdytetddn muita merkintdaineita, kuten
entsyymeji, bakteriofageja, metalleja ja organometallikomp-
lekseja, koentsyymeji, entsyymisubstraatteija, entsyymiakti-
vaattoreita ja —inhibiittoreita, syklisointireagensseja,
orgaanisia ja epiorgaanisia katalysaattoreita, prosteetti-
sia ryhmig, kemoluminesenssireagensseja ja fluoresoivia mo-
lekyylejd. Tdllaisilla homogeenisilla spesifisilld sitomis-
koesysteemeills saadaan havaittavissa oleva vaste esim. sidh-
kOmagneettisen sdteilyn signaali, kuten kemiluminenssi~- tai
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fluoresenssiemissio, tai vdrin muutos, joka signaali riip-

puu kokeiltavan nestendytteen sisiltdmin ligandin l&sni-
olosta tai mddrdsti.

Kaupallisesti koelaitteet spesifisten sitomiskokei-
den suorittamiseen ovat tavallisesti koepakkausten muodos-
sa, jotka sisédltdvdt pakattuna yhdistelmdnid liuoksia tai
veden kanssa liuoksiksi valmistettavia koostumuksia sisidl-
tdvdt reagenssit, jotka tarvitaan kokeen suorittamiseen.
Itse kokeen suorituksessa niitd liuoksia on kdsin tai inst-
rumenttien avulla mitattava ndytettd sisdltivdin reaktio-
astiaan. Kdsin suoritettaessa kokeen suorittaminen vaatii
aikaa ja taitavan laborantin, ja instrumentteja kdytettdes-
sd kokeeseen tarvitaan kallis laitteisto ja sen huolto.

Tarvittavan erottamisvaiheen hankaluuden ja epdkoh-
tien vdlttdmiseksi heterogeenisissa spesifisissd sitomis-
kokeissa on kdytetty kiintedfaasikoelaitteita. Yleisesti
kdytetty tdmdntyyppinen kiintedfaasilaite kdsittdi huoko-
settoman pinnan, kuten koeputken tai muun astian sisdpin-
nan, johon vasta-aine on kiinnitetty adsorboimalla tai ko-
valenttisidoksin. US-patenttijulkaisut nro 3 826 619,

4 001 583, 4 017 597 ja 4 104 410 koskevat vasta-aineella
padllystettyjen koeputkien kdyttd3d radioimmunokokeissa.
Kiintedfaasikoelaitteita on k&ytetty my®s heterogeenisissa
entsyymiimmunokokeissa (US-patenttijulkaisut nro 4 016 043
ja 4 147 752) ja heterogeenisissa fluoresenssi-immunokokeis-
sa (US-patenttijulkaisut nro 4 025 310 ja 4 056 724 ja
GB-patenttijulkaisu nro 1 552 374).

Tdllaisen heterogeenisen spesifisen sitomiskoelait-
teen kdytdstd kuvataan esimerkkind seuraavassa US-patentti-
julkaisussa nro 4 135 884 esitetty ns. "gamma-puikko". Koe-
laite, johon sisdltyy vasta-ainereagenssi, saatetaan koske-
tuksiin nestendytteen kanssa ja muiden reaktiosysteemiin
kuuluvien reagenssien, pddasiassa merkityn konjugaatin kans-—
sa. Tietyn inkubointiajan j&dlkeen kiintedfaasilaite poiste-

taan fysikaalisesti reaktioliuoksesta ja merkintdaine mdd-
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ritetddn joko liuoksesta tai koelaitteesta.

Samankaltaisia laitteita, joissa vasta-ainereagens-
si sisdltyy perusaineeseen, kuten geeliin tai paperilevyyn,
on kuvattu US-patenttijulkaisuissa nro 3 925 017, 3 970 429,
4 138 474, 3 966 897, 3981 981 ja 3 888 629 ja DE-hakemus-
julkaisussa nro 2 241 646. Samoin tunnettuja ovat heterogee-
nisiin spesifisiin sitomiskokeisiin kdytettdvit laitteet,
joissa vasta-ainereagenssi on kiinnitetty ldpivirtauskolon-
nissa olevaan perusaineeseen (Us-patenttijulkaisut nro
4 036 947, 4 039 652, 4 059 684, 4 153 675 ja 4 166 102).
Kuten kaikissa heterogeenisissj spesifisissd sitomiskoelait-
teissa, koelaitteeseen on tavallisesti sisdllytetty vain osa
kokeen suorittamiseen tarvittavista reagensseista ja laite
toimii vain keinona suorittaa vdlttémidtdn erotusvaihe muka-
vammin.

Lisdksi on my8s kuvattu heterogeenisia spesifisii
sitomiskoelaitteita, joissa useimmat tai kaikki tarvitta-
vat reagenssit on sisdllytetty samaan kantajaosaan, ja jois-
Sa reagenssin/ndytteen kaosketus ja vapaan ja sidotun faasin
erottaminen suoritetaan kdyttden hyvdksi mikraatiota kanta-
jaosan kapillaareihin. (US-patenttijulkaisut nro 3 641 235,
4 094 647 ja 4 168 146) . Ndissi patenteissa kuvattuja lait-
teita on yleensi pidetty vaikeina kdyttdd ja tuloksia huo-
nosti toisiinnettavina johtuen kantajaosassa kokeen suori-
tuksessa esiintyvisti monista kemiallisista ja fysikaalisis-
ta reaktioista ja tapahtumista sekd laitteella midritettsi-
vddn ligandin tai analyytin alhaisesta konsentraatiosta.

Homogeenisen spesifisen sitomiskoereagenssisystee-
min kdyttd kiintedtilakoelaitteessa tarjoaisi koesysteemin
rutiinikdytt&jdlle huomattavia etuja. Erittdin alhaisina
konsentraatioina nestendytteissd olevien ligandien miiritti-
minen yksinkertaistuisi tdll8in vaiheisiin, joissa laite
saatetaan kosketuksiin ndytteen kanssa ja saatu signaali
mitataan joko silmdmidriisesti tai instrumentilla. Reagens-
sit olisivat kiinteind, eiki tarvittaisi nestemiisten rea-

genssien sdilyttidmisti, jakelua ja sekoittamista, kuten kdy-
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tettdessd tunnettuja koepakkauksia. Kiintedtilalaitteet
soveltuisivat mySs paljon paremmin automatisointiin kuin
tunnetut nestesysteemit.

Tekniikan tasoa edustavissa julkaisuissa ei ole
vyksityiskohtaisesti kuvattu, miten homogeenista spesifisti
sitomiskoereagenssisysteemid voitaisiin kdyttdi kiintedtila-
koelaitteissa. GB-patenttijulkaisussa 1 552 607 on kuvattu
homogeenisia spesifisid sitomiskoesysteemejd, joissa kdy-
tetddn erilaisia uusia merkintdaineita, kuten kemiluminens-
si-, entsyymi- ja koentsyymimerkintdaineita. T&mdn patentin
sivulla 23, riviltd 12 alkaen on esitetty mahdollisuus si-
sdllyttdd koereagenssit erilaisiin kantajiin, kuten nestet-
td sisdltdviin astioihin tai liukenemattomiin, huckoisiin
ja edullisesti absorboiviin perusaineisiin, esimerkiksi
huokoiseen paperiin, polymeerikalvoihin, -membraaneihin,
-huovikkeisiin tai -kappaleisiin, geeleihin ym.

DE-hakemusjulkaisussa nro 2 537 275 on kuvattu homo-
geeninen spesifinen sitomiskoereagenssisysteemi, jossa ilmoi-
tuksen mukaan on mahdollista kdyttdd kokeen suoritukseen vas-
ta—ainetta sisdltdvid levyjd tai liuskoja. Julkaisussa ehdo-
tetaan, ettd merkitty konjugaatti sekoitetaan ensin ndyt-
teen kanssa ja sitten reaktioseos saatetaan kosketuksiin
koelaitteen kanssa, johon on sisdllytetty vasta-aine. Sopi-
van inkubaatioajan kuluttua ehdotetaan koelaite huuhdotta-
vaksi puskurilla ja kuivattavaksi, jonka jdlkeen mitataan
signaali (fluoresenssi). Tdmdn DE-hakemusjulkaisun koelaite
ja menetelmd muistuttavat siten paljon jo tunnettuja hete-
rogeenisia spesifisid sitomiskoelaitteita ja menetelmid,
joissa koelaite upotetaan nestemdiseen reaktioseokseen, inku-
boidaan, poistetaan nesteestd, pestddn, jonka jdlkeen tulos
lopuksi luetaan. Ehdotettu koelaite ei lisdksi sisdlld kan-
tajayksik&dssd kaikkia sitomiskokeen reagensseja. Vain vas-
ta-aine on ehdotettu sisdllytettdvdksi kantajayksikkdtn ja
merkitty konjugaatti lisdtd&n ndytteeseen erikseen ennen
ndytteen saattamista kosketuksiin ehdotetun koelaitteen

kanssa.
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t8 ligandin tai ligandin sitomiskyvyn m&&rittdmiseen nes-
tendytteessd. Koelaite kisitt#i (1) kiinteln kantajajdse-
nen, joka on absorbentti nestendytteelle, ja (2) t&hin
kantajajdseneen sisillytetyn reagenssikoostumuksen, joka
sisdltdd (i) ligandin vasta-ainetta tai muuta luonnossa
esiintyvdd ligandin sitomisproteiinia ja (ii) ligandin
konjugaattia tai t&méin analogia, jota vasta-aine tai muu
sitomisproteiini pystyy my8s sitomaan, kovalenttisesti
liittyneend merkintdaineeseen, joka on todettavissa sih-
k&magneettisen signaalin avulla, joka signaali on erilai-
nen silloin, kun merkitty konjugaatti on sitoutunut vasta-
aineeseen tai muuhun sitomisproteiiniin, kuin silloin,
kun se ei ole siten sitoutunut, jolloin signaali on ndyt-
teessd olevan ligandimd&dr&n funktio. THlle koelaitteelle
on tunnusomaista, ettd kiinteHdin kantajajdseneen on si-
sdllytetty mainittu vasta-aine tai muu sitomisproteiini
ja mainittu merkitty konjugaatti oleellisesti toisiinsa
sitoutumattomina ja ettd laite on tehty sisdllyttdm&lli
kantajaan ensimmdisessd nesteessi toinen reagensseista,
jotka ovat mainittu konjugaatti ja mainittu vasta-aine
tai sitomisproteiini, ja kuivaamalla kantaja, ja sen jil-
keen joko (A) sisdllytt&milli kantajaan toinen mainituista
reagensseista vettd sisfltimittSmissid nesteessi ja kuivaa-
malla kantaja tai (B) esijddhdyttdmdlld kantaja, sisdllyt-
tdmdlld kantajaan toinen reagensseista, jotka ovat mainit-
tu konjugaatti ja vasta-aine tai sitomisproteiini, toi-
sessa nesteessd, saattamalla kantaja lédmp&tilaan, jossa
toinen neste jidtyy, ja lyofilisoimalla kantaja.

Kantajajdsen voi olla luonnonkuiduista tai synteet-
tisistd polymeerikuiduista koostuva huovike, esimerkiksi
paperi tai polymeerikalvo tai geeli.

Koelaitetta k&ytettHessi se saatetaan kosketuksiin
nestendytteen, esimerkiksi biologisen nesteen, kuten ve-
riheran tai virtsan kanssa, esimerkiksi upottamalla het-

keksi reagenssia sisiltavi kantajajdsen ndytteeseen tai
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lisd8médlld ndytetts kantajajdsenen pinnalle. Havaittavissa
oleva vaste mitataan sitten tavallisesti etukiteen miiri-
tyn inkubointi- tai reaktioajan jédlkeen, jolloin tuloksen
lukee joko kokeen suorittava laborantti, tai k#ytet#&n
instrumenttia. Havaittava vaste on tavallisimmin s&hk&mag-
neettisen sdteilyn signaali, esimerkiksi fluoresenssi-,
kemiluminesenssisignaali, vadrinmuutos tai spektrofotomet-
rinen lukema.

Edullisia homogeenisia spesifisij sitomiskoesystee-
mejd ovat alalla tunnetut systeemit, joissa merkintHaine
ottaa osaa entsymaattiseen reaktioon. Erds t&llainen edul-
linen systeemi on sellainen, jossa merkint#daineena on ent-
syymin prosteettinen ryhmi ja jossa se, missi miirin apo-
entsyymi pystyy yhdistymddn t3llaiseen prosteettisen ryh-
mdn muodostamaaan merkintiaineeseen ja muodostamaan holo-
entsyymin, on riippuvainen ligandin l&4sn#olosta tai sen
sitomiskyvystd. Holoentsyymi voidaan miirittii mittaamal-
la sen entsymaattinen aktiviteetti, jonka mittaamiseen
voidaan kdyttd4 monia erilaisia menetelmid, kuten kolori-
metrista menetelm#i. Erdissi toisessa edullisessa koesys-
teemissd merkintdaineena on entsyymisubstraatti, ja ent-
syymin kyky vaikuttaa t#llaiseen substraattimerkint&dai-
neeseen ja tuotteen havaittavissa oleva tuote on riippu-
vainen ligandin l4sniolosta tai sen sitomiskyvystd. Til-
laisessa homogeenisessa spesifisessi sitomiskoesysteemis-
sd havaittava tuote on edullisesti fluoresoiva, jolloin
koelaitteen antama vastaus voidaan mitata fluorometrises-
ti. Kdytt¥kelpoinen on my8s sellainen homogeeninen spesi-
finen sitomiskoesysteemi, jossa merkintiaineena on ent-
syymi, jonka aktiviteetti on riippuvainen ligandin l&sni-
olosta tai sitomiskyvystd. Tissi tapauksessa entsyymin ak-
tiviteetti voidaan mitata monin eri tavoin.

Kuvioissa 1-15 on graafisesti esitetty jdljempinid
Olevissa esimerkeisséi saatuja koetuloksia.

Keksinndn mukainen koelaite sopii kdytettdvdksi ho-
mogeenisen, ei-radioisotooppeihin perustuvan, spesifisen
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sitomiskokeen suorittamiseen, esimerkiksi immunokokeiden
suorittamiseen, ja se sisdltii kaikki samankaltaisiin ta-
vanomaisiin analyyttisiin koeliuskoihin ja muihin koeyk-
sikk8ihin sisdltyvdt piirteet. Kuten tavanomaisissa lait-
teissa keksinn®n mukaisessa laitteessa on kiinted kantaja,
tavallisesti laadultaan vaihteleva perusaine, johon sisdl-
tyvédt kaikki tietyn kokeen suorittamiseen tarvittavat rea-
genssit, jolloin kdytt&djdn tarvitsee vain saattaa koelai-
te kosketuksiin kokeiltavan ndytteen kanssa ja mitata saa-
tu tulos. Kun koko prosessi on automatisoitu, voi samat
toiminnat suorittava instrumentti olla rakenteeltaan huo-
mattavasti yksinkertaisempi kuin tavanomaiset nestekemi-
allisissa systeemeissi homogeeniseen spesifiseen sitomis-
kokeeseen nykyisin kdytetyt instrumentit.

Keksinnén mukainen koelaite sisdltii homogeenisen
spesifisen sitomiskokeen reagensseja. Homogeeninen, spesi-
finen sitomiskoetekniikka perustuu yleisesti

1) sitovan komponentin ja merkintiaineen muodosta-
man konjugaatin ja

2) sitomispartnerin viliseen spesifiseen vuorovai-
kutukseen, jossa konjugaatin sitova komponentti sitoutuu
sitomispartneriin, jolloin merkintdaineen ominaisuudet
merkityn konjugaatin ollessa sitomispartnerin sitoma ovat
erilaiset kuin sitomattoman konjugaatin ominaisuudet. Mer-
kintdaineen ominaisuudet, joihin vaikutetaan, voivat olla
luonteeltaan erilaisia mitattavissa olevia ominaisuuksia,
esimerkiksi merkint#aineen kemiallisia tai fysikaalisia
ominaisuuksia. Joissakin tapauksissa ominaisuus, johon
vaikutetaan, on kemiallinen reaktiivisuus etukdteen mii-
rdtysséd reaktiossa, jossa muodostuu tai katkeaa kemialli-
sia, kovalenttisia tai ei-kovalenttisia sidoksia. Toisis-
sa tapauksissa ominaisuus, johon vaikutetaan on merkin-
tdaineen fysikaalinen ominaisuus, joka voidaan mitata il-
man kemiallista reaktiota.

Useimmissa tapauksissa keksinn&n mukainen koelaite
sisdltdd sellaisia homogeenisen spesifisen sitomiskokeen

reagensseja, jotka vaikuttavat immunokemiallisesti ndyt-
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teen ligandiin tai sen sitomiskykyyn. Toisin sanoen rea-
genssin ja n&dytteen ligandin ja/tai sen sitomiskyvyn vi-
1ill4 on antigeeni-vasta-ainesuhde tai hapteeni-vasta-ai-
nesuhde. Tdllaisia kokeita nimitet3&n sen vuoksi immuno-
kokeiksi ja merkityn konjugaatin ja sitomispartnerin vi-
linen spesifinen vuorovaikutus on immunokemiallinen sitou-
tuminen. Tdssd tapauksessa merkityn konjugaatin sitova
komponentti on siten antigeeni, hapteeni tai vasta-aine
(tai tdllaisen fragmentti) ja sitomispartneri on vastaava
immunokemiallinen sitomispartneri. On kuitenkin alalla
hyvin tunnettua, ettd homogeenisessa spesifisessd sidon-
takokeessa voidaan kdyttdid my8s muiden merkittyjen konju-
gaattien ja sitomispartnerien vaikutusta toisiinsa, kuten
hormonien, vitamiimien, metaboliittien ja farmakologisten
aineiden ja vastaavien reseptorien ja sitovien aineiden
vdlistd vaikutusta.

Kun ndytteestd on tarkoitus middrittd3 siinid oleva
tietty ligandi tai sen m&&rd, niin homogeenisen spesifi-
sen sitomiskoetekniikan reagenssit kdsittidvit tavallises-
ti

1) ligandista tai sen sitovasta analogista ja sii-
hen kemiallisesti liitetystd merkintHaineesta muodostuvan
merkityn konjugaatin,

2) ligandin sitomispartnerin, esim. vasta-aineen
tai sen fragmentin, luonnonreseptoriproteiinin tms. ja

3) merkityssd konfugaatissa olevan merkintiaineen
mittaamiseen tarvittavan apureagenssin. Sitovaa ainetta
kdytetddn rajoitettu m&&rd, jolloin ndytteen sisdltimi
ligandi kilpailee merkityn konjugaatin kanssa sitomispart-
nerin sitomisessa. Merkint#aineen jakautuminen sidotun ja
vapaan lajin kesken mddr484 siten merkintdaineen antaman
havaittavan vasteen, joka puolestaan on riippuvainen lds-
ndolevan ligandin mddrdsti. Kun kokeen tarkoituksena on
mitata ndytteestd ligandin sitomiskyky, niin merkitty
konjugaatti koostuu ligandista tai sen sitovasta analogis-

ta, joka on kemiallisesti kytketty merkintdaineeseen, jol-
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loin ndytteen kyky sitoa merkitty konjugaatti, miki riip-
puu esimerkiksi ndytteessd olevan ligandin sitomispartne-
rin l&sndolosta, maidrii vaikutuksen, joka havaitaan mer-

kintdaineen signaalina.

Alalla tunnetaan monia erilaisia homogeenisia spe-
sifisid sitomiskoesysteemeji, joista seuraavassa esite-
tddn keksint84 rajoittamattomia esimerkkejd, joista joi-
takin voidaan mahdollisesti k#ytt3d keksinn®n mukaiseen
laitteeseen. Systeemit on esitetty kdytetyn merkintidaineen
luonteen mukaisesti.

l. Entsyymin prosteettinen ryhmd merkintdaineena

Tdssd systeemissd merkintdaineena on entsyymin
prosteettinen ryhmd, jolloin katalyyttisesti inaktiivisen
apoentsyymin kykyyn yhtyd prosteettiseen merkitsemisaine-
ryhmddn muodostaen aktiivisen entsyymin (holoentsyymi)
vaikuttaa merkityn konjugaatin sitoutuminen sitomispartne-
riinsa. Tuloksena saadun holoentsyymin aktiviteetti on mi-
tattavissa tavanomaisilla mittaussysteemeilld, joilla
saadaan lopullinen havaittava signaali. T&mé&n tyyppisid
koesysteemejd on kuvattu US-patenttihakemuksessa sarja
nro 45 423, haettu 1979-06-04 (vastaa GB-patenttijulkai-
sua nro 2 023 607). Erityisen edullisessa koejdrjestelys-
sd, jossa on prosteettinen merkitsemisryhmd, k&ytetdin
merkintdaineena flaviiniadeniinidinukleotidia (FAD) ja
apoglukoosioksidaasia apoentsyymini. Tuloksena oleva glu-
koosiaoksidaasiaktiviteetti voidaan mitata kolorimetri-
sesti kdyttden systeemid, jossa on glukoosia, peroksidaa-
sia ja indikaattorisysteemi, jonka vdrinmuutos vastaa ve-
typeroksidipitoisuutta.

Tdllaisessa edullisessa koejdrjestelyssid FAD-mer-
kitylld konjugaatilla on edullisesti kaava
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Riboflaviini——¢ Phos +7———Riboosi

jossa Riboflaviini—(Phos)2—Riboosi tarkoittaa FAD:ssa ole-
vaa riboflaviini-pyrofosfaatti-riboosi-t&hdettd, R on
liitettdvd ryhmd, ja L on sitova komponentti, esim. ligan-
di tai sen analogi.

2. Entsyymisubstraattimerkintdaineet

Tdss8 systeemissi merkintdaine valitaan siten, et-
td merkitty konjugaatti on entsyymin substraattina, ja
entsyymin kykyyn vaikuttaa substraatti-merkitty-konjugaat-
tiyhdistelmd&én vaikutetaan joko positiivisesti tai nega-
tiivisesti sitomalla merkitty konjugaatti sitomispartne-
rinsa kanssa. Entsyymin vaikuttaessa substraatti-merkitty-
konjugaatti-yhdistelmd&n saadaan tuote, jonka jokin omi-
naisuus tavallisesti kemiallinen tai fysikaalinen ominai-
suus, voidaan kdyttd4 indikaattorireaktiota tai fotometri-
sesti mitattavaa reaktiota, esim. fluoresenssin tai valon
absorption (vdrin) mittaamista. T&min tyyppisid koesystee-
mejd on kuvattu US-patenttihakemuksissa nro 894 836, ja-
tetty 1978-04-10 (vastaa DE-hakemusjulkaisua nro 2 618 511)
ja 87 819, jadtetty 1979-10-23, sekd julkaisuissa Anal.
Chem. 48:1933 (1976), Anal.Biochem., 75:55 (1977) ja Clin.
Chem. 23:1402 (1977). Erityisen edullisessa substraatti-
merkityssd kokeessa kdytet&&n merkittyi konjugaattia, jol-

la on kaava
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jossa R on liittdvi ryhmd& ja L on sitova komponentti, esim.
ligandi tai sen analogi, jolloin /3-galaktosidaasientsyymin
kyky pilkkoa konjugaatti,josta tuloksena saadaan fluoresens-
sin avulla todettava tuote, estyy konjugaatin sitoutuessa
sitomispartneriinsa.

3. Koentsyymimerkintidaineet

Tdssd systeemissi merkityn konjugaatin merkintiaine-
osalla on koentsyymiaktiivinen funktionaalisuus, ja sen ky-
kyyn ottaa osaa entsymaattiseen reaktioon vaikuttaa merki-
tyn konjugaatin sitoutuminen sitomispartneriin. Tuloksena
olevan entsymaattisen reaktion mddrd voidaan mitata tavan-
omaisin havaittavan signaalin antavin havaitsemiskeinoin.
Tdmédn tyyppisiid systeemejid on kuvattu US-patenttihakemuk-
sessa sarja nro 894 836, jdtetty 1978-04-10 (vastaa DE-ha-
kemusjulkaisua nro 2 618 511) ja julkaisuissa Anal.Biochem.
72:271 (1976), Anal.Biochem. 72:283 (1976) ja Anal. Bio-
chem. 76:95 (1976).

4. Entsyymimodulaattorimerkintggineet

Tdssd systeemissi merkityn konjugaatin merkintdaine-
osalla on entsyymii moduloiva vaikutus, kuten entsyymii in-
hiboiva tai stimuloiva vaikutus, ja modulaattorimerkintsz-—
aineen kykyyn vaikuttaa entsyymin aktiivisuuteen vaikuttaa
merkityn konjugaatin sitoutuminen sitomispartneriinsa. Tu-
loksena saadun entsymaattisen reaktion md&rd on mitattavis-
sa tavanomaisilla havaitsemissysteemeillé, joissa mitataan
lopullinen havaittava signaali. T&min tyypin koesysteemeji
on kuvattu US-patenttijulkaisussa nro 4 134 792.
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5. Entsyymimerk;ntaaineet

Tdssd systeemissi merkintdaineena on entsyymi, ja

entsyymin aktiviteettiin vaikuttaa merkityn konjugaatin si-
toutuminen sitomispartneriinsa. Tuloksena saatu entsymaat-~
tinen aktiviteetti voidaan mitata tavanomaisilla havaitse-
missysteemeills, joissa mitataan lopullinen havaittava sig-
naali. T&m&n tyypin koesysteemej& on kuvattu US-patentti-
julkaisuissa nro 3 817 837 ja 4 043 872.

6. Sammutettavat fluoresoivat merkintdaineet

Tdssd systeemissi merkitty konjugaatti sisHltii mer-
kintdaineosassa fluoresoivaan ainetta, jonka fluoresenssi
voidaan mitattavissa midrin sammuttaa merkityn konjugaatin
ja sen sitomispartnerin vdliselld reaktiolla, sitomispart-
nerin ollessa tavallisesti proteiini, kuten vasta-aine. Fluo-
resoiva merkintidaine voidaan mitata suoraan fluoresenssin
ollessa havaittavana signaalina. T&ati tyyppid olevia koe-
systeemejd on kuvattu US-patenttijulkaisussa 4 160 016 ja
julkaisussa J. Clin. Path. 30:526 (1977) .

7. Fluoresoivat polarisaatiomerkintdaineet

Tdssd systeemissid merkintHaine on my&s fluoresoiva
aiﬁe, jonka mitattava ominaisuus, johon merkityn konjugaa-
tin ja sen sitomispartnerin reaktio vaikuttaa, on fluore-
senssin polarisaatio. Sitomispartnerina on tavallisesti pro-
teiini, kuten vasta-aine. T4m&n tyypin koesysteemejd on ku~
vattu julkaisussa J.Exp.Med. 122:1029 (1965) .

8. Kemiallisesti herdtetyt fluoresoivat merkinti-

aineet

Tdssd systeemissd merkintiaine on jdlleen fluore-
soiva aine, jonka kykyyn kemiallisesti saavuttaa energia-
taso, jossa se fluoresoi, vaikuttaa merkityn konjugaatin
sitoutuminen sitomispartneriinsa. Merkintdaineen kemialli-
nen her&ttdminen suoritetaan tavallisesti saattamalla fluo-
resoiva merkintdaine in situ muodostetun korkeaenergisen yh-
disteen vaikutukselle alttiiksi. T&min tyypin koesysteemejd
on kuvattu US-patenttihakemuksessa sarja-nro 4 580, jitet-
ty 1979-01-18.
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9. Kaksoisvasta-ainemerkintéaineet, jotka ovat stee-

risesti estettyji

Vield erd&ssi systeemissi kdytetd&dn kaksoisvasta-
aine-immunokoesysteemis (US-patenttijulkaisut nro 3 935 074
ja 3 998 943). Merkittyyn konjugaattiin sisdltyy kaksi epi-
tooppia, joista toinen ottaa osaa immunologiseen reaktioon
ligandin ja antiligandin vasta-aineen kanssa, ja toinen si-
toutuu toiseen vasta-aineeseen, jolloin rajoituksena on,
etteivdt molemmat vasta-aineet pysty samanaikaisesti si-
toutumaan merkittyyn konjugaattiin. Toinen epitooppi voi
olla fluoresoiva aine, jonka fluoresointiin vaikuttaa hei-
kentdvidsti toisen vasta-aineen sitoutuminen, tai toinen
epitooppi voi joutua kilpailevaan sitoutumisreaktioon toi-
sen epitoopin merkityn muodon ja toisen vasta-aineen vili-
sen reaktion kanssa. Voidaan kdyttdd erilaisia havaitsemis-
systeemejd, joita on kuvattu edelli mainituissa patentti-
julkaisuissa. Samantyyppisid systeemejd on kuvattu US-
patenttijulkaisuissa nro 4 130 462 ja 4 161 515 ja GB-pa-
tenttijulkaisussa 1 560 852.

Tdssd systeemissi merkintdaine on energiansiirto-
antaja-vastaanottajaparin toinen jdsen ja sitomisaine on
konjugoitu t&mén parin toisen jdsenen kanssa. Kun merkitty
konjugaatti sitoutuu sitomispartneriinsa antajakomponentin
energian ilmaisu muuttuu siirtymisen johdosta vastaan-
ottajakomponenttiin. Antaja on yleensid fluoresoiva aine ja
vastaanottaja sen sammuttaja, joka myds itse saattaa olla
fluoresoiva aine. Tdllaisessa toteutusmuodossa fluoresointi
on havaittava signaali, mutta my®s muita havaitsemissystee-
mejd voidaan kdyttdd. Tdllaisia koesysteemeji on kuvattu
US-patenttijulkaisuissa nro 3 996 345, 4 174 384 ja
4 199 559 ja GB-patenttijulkaisussa nro 2 018 424.
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11. Muita merkintiaineita

Esilld olevassa keksinndssi voidaan kdyttdd muita-
kin alalla kuvattuja homogeenisia spesifisid sidontakoesys-
teemejd, esimerkiksi sellaisia, joiden merkintdaineina on

a) ei-entsyymikatalysaattoreita, kuten elektronin-
siirtoaineita (US-patenttijulkaisu nro 4 160 645) ;

b) ei-entsyymikemiluminesenssiaineita (edelli mai-
nittu US-patenttihakemus sarja nro 894 836);

c) "kanavoitumis"-merkintdaineita (GB-patenttijul-
kaisu nro 2 018 986);

d) "hiukkas"-merkintdaineita (GB-patenttijulkaisu
nro 2 019 562);

e) merkittyjé liposomihiukkasia (US-patenttijulkaisu
nro 4 193 983).

Ligandi

Keksinndn mukaista koetta voidaan kiyttdi sellaisen
ligandin havaitsemiseen, jolle on olemassa vastaava spesi-
finen sitomispartneri, ja piinvastoin koetta voidaan kdyt-
tdd ligandin sitomiseen kykenevin nestevidliaineen havaitse-
miseen (tavallisesti johtuen sitomispartnerin l&sndolosta
nestevdliaineessa). Ligandi on tavallisesti peptidi, poly-
peptidi, proteiini, hiilihydraatti, glykoproteiini, steroi-
di tai muu orgaaninen molekyyli, jota vastaava spesifinen
sitomispartneri on olemassa biologisessa systeemissi tai
voidaan syntetisoida. Funktionaalisesti ilmaistuna ligandi
kdsittdd tavallisesti antigeenit ja niiden vasta-aineet,
hapteenit ja niiden vasta-aineet ja hormonit, vitamiinit,
metaboliitit ja farmakologiset aineet sek3 niiden reseptorit
ja sitomisaineet. Ligandi on tavallisesti immunologi-
sesti aktiivinen polypeptidi tai proteiini, jonka mole-
kyylipaino on 1000-10 000 000, kuten vasta-aine- tai anti-
geenipolypeptidi tai -proteiini, tai hapteeni, jonka mole-

kyylipaino on 1Q0-1500.
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Polypeptidiligandeista voidaan mainita esimerkkeini
angiotensiini I ja II, C-peptidi, oksitosiini, vasopressii-
ni, neurofysiini, gastriini, sekretiini, bradykiniini ja glu-
kagoni.

Proteiiniligandeista voidaan erikseen mainita seuraa-
vat luokat: protamiinit, mukoproteiinit, glykoproteiinit, glo-
buliinit, albumiinit, skleroproteiinit, fosfoproteiinit, his-
tonit, lipoproteiinit, kromoproteiinit ja nukleoproteiinit.
Erikseen voidaan mainita seuraavat proteiinit prealbumiini,
<Xl—lipoproteiini, ihmisen Seerumialbumiini, q&-glykopro-
teiini, transkortiini, tyroksiinia sitova globuliini, hap-
toglobiini, hemoglobiini, nnyoglobiini, seruloplasmiini, <¥2-
lipoproteiini, 0%-makroglobuliini,,6-iipoproteiini, eryt-
ropoietiini, transferriini, homopeksiini, fibrinogeeni, im-
munoglobuliinit, kuten IgG, IgM, IgA, IgD ja IgE ja niiden
fragmentit, esim. FC ja Fab' komplementtitekijit, prolak-
tiini, veren hyytymistekijit, kuten fibrinogeeni, trombiini
jne., insuliini, melanotropiini, somatropiini, tyrotropiini,
follikkelia stimuloiva hormoni, keltarauhashormoni, gonado-
tropiini, kilpirauhasta stimuloiva hormoni, plasentalakto-
geeni, intrinsic tekiji, transkobalamiini, veriheran entsyy-
mit, kuten alkalinen fosfataasi, maitohappodehydrogenaasi,
amylaasi, lipaasi, fosfataasit, kolinesteraasi, glutamiini-
oksaloetikkahappotransaminaasi, glutamiinipalorypélehappo-
transaminaasi ja uropepsiini, endorfiinit, enkefaliinit,
protamiini, kudosantigeenit, bakteeriantigeenit ja virus-
antigeenit, kuten maksatulehdukseen lijittyvdt antigeenit
(esim. HB_Ag, HB_Ag ja HB_Ag) .

Hapteeneista voidaan esimerkkeini mainita yleiset
lddkeaineluokat, metaboliitit, vitamiinit ym. orgaaniset
yhdisteet. Hapteenihormoneja ovat mm tyroksiini ja trijodi-
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tyroniini. Vitamiineja ovat esim. A, B, E ja K vitamiinit,
foolihappo ja tiamiini. Ldédkeaineista voidaan mainita anti-
biootit, kuten aminoglykosidit, esim. gentamisiini, tobra-
mysiini, amikasiini, sisomisiini, kanamysiini ja netilmi-
siini, penisilliini, tetrasykliini, terramysiini, kloromy-
setiini ja aktinomysetiini, nukleosidit ja nukleotidit, ku-
ten adenosiinidifosfaatti (ADP) , adenosiinitrifosfaatti (ATP) ,
flaviinimononukleotidi (FMN) , nikotinamidiadeniinidinukleo-
tidi (NAD) ja sen fosfaattijohdannainen (NADP) , tymidiini,
guanosiini ja adenosiini; prostaglandiinit; steroidit, ku-
ten estrogeenit, esim. estrioli ja estradioli, sterogeenit,
androgeenit, digoksiini ja digitoksiini ja adrenokortikos-
teroidit; seki muut, kuten fenobarbitaali, fenytoiini, eto-
suksimidi, karbamatsepiini, valproaatti, teofylliini, kofe-
iini, propranololi, prokainamidi, kinidiini, amitryptiliini,
kortisoli, desipramiini, disopyramidi, doksepiini, dokso-
rubisiini, nortryptiliini, metotreksaatti, imipramiini, lido-
kaiini, prokainamidi, N-asetyyliprokainamidi, amfetamiinit,
katekolamiinit ja antihistamiinit.

Analysoitava nestevdliaine voi olla luonnossa esiin-
tyvd tai keinotekoisesti valmistettu neste, jonka epdill&idn
sisdltdvdn ligandia. Se on tavallisesti biologinen neste
tai sen laimennus. Biologisia nesteitd, joita voidaan ana-
lysoida ovat esimerkiksi verihera, plasma, virtsa, sylki ja
lapsivesi ja selkdydinneste.

Kantajajésen

Keksinndssd k&ytettdvin kantajajdsenen tulee ol-~
la absorbentti tutkittavalle nestendytteelle. Se voi
vaihdella muodoltaan, ja se kédsitetdidn tissi vyhteydessi
laajasti. Se voi olla yksi- tai useampifaasinen ja voi
koostua yhdestd tai useammasta sopivasta materiaalista,
joilla materiaaleilla voi olla samanlaiset tai erilaiset
absorptio- tai muut fysikaaliset ominaisuudet. Se voi ol-
la hydrofobinen tai hydrofiilinen, huokoinen tai huokose-
ton. Tehokkaimmillaan kantajajdsen on huolella suunnitel-
tu sopimaan ominaisuuksiltaan juuri siihen homogeeniseen

spesifiseen sitomiskoesysteemiin, jossa sitd kdytetddn.
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Tédssd k&ytettynd ilmaisulla "kantajajisen" tar-
koitetaan siten mit4 tahansa ainetta, perusainetta tai
pintaa, johon voidaan 1liittii spesifisen sitomiskokeen
reagensseja. Se voi olla muodoltaan monenlainen, esimer-
kiksi sellainen reagenssiliuska, jota kédytetdin liuosten
kemiallisessa ja entsymaattisessa analyysissi. Esimerkik-
si US-patenttijulkaisussa nro 3 846 247 on esitetty kidy-
tettdvdksi huopaa, huokoisia keraamisia liuskoja ja kudot-
tuja tai huopautettuja lasikuituja. Paperin korvikkeena Us-
patenttijulkaisussa nro 3 552 928 esitetddn kdytettiviksi
puutikkuja, kangas-, sieni- tai savimateriaaleja. Paperin
sijasta k&dytettdviksi on ehdotettu synteettisesty hartsis-~
ta valmistettuja tai lasikuituhuopia GB-patenttijulkaisus-
sa nro 1 369 139. Toisessa GB-patenttijulkaisussa nro
1 349 623 on ehdotettu kdytettdviksi paperikantajayksikén
pddllysteeksi liitettyd lievisti permeaabilia ohuista si-
keistd muodostettua verkkorakennetta. Tissi julkaisussa
ehdotetaan myds paperin impregnoimista reagenssisysteemin
osalla ja verkkorakenteen impregnoimista toisella reagens-
sisysteemin kemiallisella tai entsymaattisella reagenssil-
la, joka on mahdollisesti Yhteensopimaton ensimmiisen osan
kanssa. FR-patenttijulkaisussa 2 170 397 on kdytetty kan-
tajajdsenid, joissa on yli 50 % polyamidikuituja. US-pa-
tenttijulkaisussa nro 4 046 513 on ehdotettu, etti rea-
genssit painetaan sopivalle kantajajisenelle. US-patentti-
julkaisussa nro 4 046 514 reagoivaan systeemiin on liitet-
ty kutomalla tai neulomalla reagensseja sisdltidvii sdikei-
td. Kaikkia t4llaisia ja muita kantajajidsenid voidaan kayt-
tdd esilli olevassa keksinn8ssi. Kantajajidsen koostuu edul-
lisesti huokoisesta aineesta, kuten sucdatinpaperista, joka
on impregnoitu spesifisen sitomiskoesysteemin reagenssien
liuoksella tai suspensiolla. Se voi myds koostua systee~
mistd, joka sulkee fysikaalisesti sisifnsi n&mi aineocsat,
kuten polymeerimikrokapseleita, jotka s#rkyvit koendytteen

yhteyteen joutuessaan. Se voi kidsittii systeemin, jossa
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aineosat ovat homogeenisesti yhdistettyini kantajaj&senen
kanssa nestemdisessd tai puolijuoksevassa muodossa, joka
my8hemmin kovettuu, jolloin aineosat jiivit siihen sulkeu-
tuneina.

Joka tapauksessa reagenssisysteemin tuleva kiyttd
mddrdd valitun kantajajdsenen koostumuksen tai muodon ja
materiaalin, joka voi olla huokoinen, jolloin aineosat
saadaan siihen imeytt&m&lld niitd sisdltdvi liuvos, tai
huockoseton, jolloin reagenssit voidaan painaa sille tai
muodostaa jatkuvaksi pddllysteeksi, tai se voi olla ku-
dottu tai neulottu. Reagenssit liitet#d8n kantajajiseneen
monivaiheisesti. Td118in valmistetaan kaksi tai useampia
reagenssiliuoksia tai -suspensioita, joihin kantajaj&sen
kastetaan perdkkdin kuivaamalla aina kastamiskertojen vi-
lilld. T&dllaisessa tapauksessa kdytetdin edullisimmin huo-
koista materiaalia, kuten paperia. Toisena vaihtoehtona
on kdyttdd monifaasikantajajdsentd, joka koostuu kahdesta
tai useammasta huokoisen materiaalin kerroksesta, jotka
on kiinnitetty toistensa pd&dlle. Vield eridnid mahdolli-
suutena on pdédllystdd jatkuva polymeeri perdkkdin erilai-
sia immunokoesysteemin reagensseja sis&ltdvilli p&dllys-
teilld. Kantajajdseneen voi sisdltyd suodatuskerroksia,
joiden tarkoituksena on estd3d mahdollisten hdiritsevien
aineiden pd&dseminen koesysteemiin, jolloin ne kuitenkin
pddstdvidt ndytteen sisdltdvdt analysoitavat aineet l&vit-
seen.

Voidaan siten todeta, ettd kantajajdsenen sopiva
valinta riippuu vain kahdesta tekijédstd: spesifisen si-
tomissysteemin kﬁytt&ta;koituksesta ja luonteesta. Edel-
14 esitettyjen tietojen perusteella sopivan kantajajédse-
nen valinta on rutiinikokein ratkaistavissa.

Koelaitteen valmistus

Keksinndn kohteena on my8s menetelmd koelaitteen
valmistamiseksi, mik&d kdsittdd koesysteemin komponenttien
sisdllyttdmisen kantajajdseneen. Kun tdmd sisdllyttdminen
suoritetaan impregnoimalla yhdelld tai useammalla keksin-
ndn mukaisen koesysteemin reagenssilla, niin impregoinnin jil-
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keen kantaja kuivataan. Impregnoinnin lisdksi keksinndn mu-
kaisten laitteiden valmistuksessa voidaan k&dyttdid muita
sopivia menetelmid, kuten koostumuksen painamista tai suih-~
kuttamista kerrokseksi kantajamateriaalille tai liuosten
sisdllyttidmistd kalvon muodostavaan nesteeseen, jonka anne-
taan sitten kovettua.

Kun kantajajdsen sisiltii useampia kerroksia, esi-
merkiksi paperista tai muusta huokoisesta materiaalista
koostuvia kerrcksia, niin nimi voidaan liittdd samansuun-
taisina toisiinsa liiman avulla, joka sallii nesteen kulun
kerrosten vililli. Integraalisten analyysiyksikk&jen val-
mistamiseksi kalvonmuodostajakerrokset voidaan valmistaa
erikseen etuk&teen ja laminoida sitten kokonaisuudeksi.
Kalvokerrosten materiaali voi koostua pehmittimestd ja poly-
meerista, josta valmistettu kalvo on muotonsa pitdvd. Ker-
rosten valmistus tapahtuu tyypillisesti pdillystidmilli liu-
oksella tai dispersiolla pinta, josta kuivattu kerros voi-
daan irroittaa fysikaalisesti. Sopivassa menetelméssi, jos-—-
sa vdltetddn useat irroitus- ja laminointivaiheet, valmis-
tetaan aluksi kerros pinnalle, josta valmistettu kerros
voidaan irroittaa, tai haluttaessa alusta-aineella, ja sen-
jdlkeen seuraavat kerrokset valmistetaan suoraan perdkkdin
edelliselle pddllystekerroksella. Tdllainen pddllystys voi-
daan suorittaa k#dsin kdyttden pddllystysterdd tai koneella
kdyttden kastamis- tai helmipddllystystekniikka. Koneellis-
ta pddllystystekniikkaa kdytettdessd on usein mahdollista
pdédllystdd samanaikaisesti viereiset kerrokset kdyttden va-
lonherkkien valokuvafilmien ja -paperien valmistuksessa kdy-
tettyd syGttSsuppilopdsllystystekniikkaa.

Kalvokerroksen materiaalina voidaan kdyttdd samen-
tumapolymeerikerroksia. Kalvo muodostetaan alusta-aineelle
liuottamalla polymeeri kahden nesteen seokseen, joista toi-
sella on alempi kiehumispiste kuin toisella ja hyvd polymee-
rin liuotuskyky, ja toisella on korkeampi kiehumispiste ja

polymeeri on siihen liukenematon tai niukkaliukoinen. Alus-
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ta-aine pddllystetdin sitten tidllaisella polymeeriliuok-
sella ja kuivataan sdddetyissd olosuhteissa. Alemmalla kie-
huva liuotin haihtuu helpommin, ja pddllysteessi kasvaa
liuottimen osuus, johon polymeeri on liukenematon tai
niukkaliukoinen. Haihtumisen jatkuessa sopivissa olosuh-~
teissa polymeeri muodostaa huokoisen kerroksen. Keksinnon
tarkoituksiin voidaan k4yttii monia erilaisia polymeereja
yksin tai yhdistelmini huokoisen samentumapolymeerikerrok-
sen valmistamiseksi. Tyypillisii esimerkkejs ovat polykar-
bonaatit, polyamidit, polyuretaanit ja selluloosaesterit,
kuten selluloosa-asetaatti. Valmistettaessa kerroksia, jot-
ka sisdltédvit merkittyi konjugaattia tai muuta reagenssia,
voidaan valmistaa pddllystysliuos tai -suspensio, joka si-
sédltdd perusaineen ja siini aktiiviset materiaalit ja pdil-
lystdd t&d114 liuoksella tai suspensiolla edellid kuvatulla
tavalla alusta-aine ja kuivata se dimensioiltaan pysyviksi
kerrokseksi.

Kerrosten paksuudet ja niiden lapdisykyvyt vaihtele-
vat suuresti riippuen aiotusta kiytdSsti. Sopivia paksuuksia
ovat noin 5 /um - 100 OM, vaikkakin joissakin tapauksiss
my8s laajemmat paksuusvaihtelut voivat tulla kyseeseen.

Jos tarvitaan esimerkiksi suhteellisen suuri miiry vaikut-
tavaa materiaalia, kuten polymeerimateriaalia, esim. ent-
syymejd, voi olla edullista valmistaa jonkin verran paksum-
pi kerros.

Saattaa my6s olla edullista sisdllyttdd kantajajid-
seneeseen yksi tai useampia heijastavia kerroksia, jotka
ovat mahdollisesti havaittavaa sdteilyd absorboivaa ainetta

ja helpottavat signaalin havaitsemista heijastusradiometrilli,

esim. heijastusffotometrilli tai vastaavalla. Tillainen hei-
jastusaine voidaan sisdllyttd& yhteen tai useampaan edelld
kuvatuista kerroksista tai se voidaan muodostaa omaksi ker-
roksekseen, jolla ei ole muuta merkitystd laitteessa. Hei-
jastavassa kerroksessa voidaan kdyttdd edullisesti heijas-
tavia pigmenttej&d, kuten titaanioksidia ja bariumsulfaattia.
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Samentumapolymeeri voi sisdltidid myds sopivaa heijasta-

vaa ainetta. Erddssd edullisessa toteutusmuodossa samen-
tumapolymeeri voi sisdltdi pigmenttii heijastuskyvyn tai
muun funktion parantamiseksi. Kerrokseen yhdessd polymee-
rin kanssa sisdllytettdvid pigmenttimiird voi suuresti vaih-
tella, edullisia pitoisuuksia ovat noin 1-10 paino-osaa
pigmenttid yhtd samentumapolymeerin paino-osaa kohti, jol-
loin edullisin mi%r4d on noin 3-6 osaa pigmenttid yhtd sa-
mentumapolymeerin paino-osaa kohti.

Kantajajdsenen kerroksiin voi olla edullista sisil-
lyttdd yhtd tai useampaa pinta-aktiivista ainetta, kuten
anionista tai ionitonta pinta-aktiivista ainetta. Se saat-
taa esimerkiksi parantaa kerroskoostumusten pddllystettd-
vyyttd ja sellaisten kerrosten kostutettavuutta, joita nes-
tendytteet eivdt helposti kostuta ilman pinta-aktiivisen
aineen apua. Kantaja-aineen kerroksiin voi olla edullista
sisdllyttdd aineita, jotka voivat muuttaa valitulle analyy-
sille haitalliset aineet haitattomiksi kemiallisella reak-
tiolla tai muuten,

Kuten edelld mainittiin koko analyyttinen elementti
voi olla itsekantava tai se voi olla pddllysteend kantaval-
la aineella. Kantava aine voi olla himmed tai valoa tai muu-
ta energiaa ldpidisevy. Kannattajajidsenen kantavaksi aineek-
si tulee valita aine, joka sopii aiottuun signaalin havait-
semismenetelmddn. Edullisia kannattaja-aineita ovat ldpi-
ndkyvdt aineet, joiden l&vitse sdhkbmagneettinen sdteily
aaltopituudeltaan noin 200-900 nm pddsee. Kannattajan ei
tietenkddn tarvitse l&dpidistid koko alueen 200-900 nm sitei-
lyd, vaikkakin fluorometrisen analyysituloksen havaitsemi-
sessa kannattaja-aineen livitse on edullista, ettd se 1li-
pdisee levedlli aaltoalueella sdteilyd tai vaihtoehtoises-
ti l&pdisee kdytetyn fluoresoivan aineen havaitsemiseen kiy-
tetyn absorptio- tai emissiospektrin. Saattaa olla myOs
edullista ettd kannattaja-aine pddstdd livitseen yhden tai
useamman kapean aaltopituusalueen ja on ldpdisemditdn vie-

reisille aaltopituusalueille. Timi voidaan aikaansaada imp-
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regnoimalla tai pddllystidmilli kannattaja-aine yhdellid tai
useammalla védriaineella, jolla on halutut absorptio-omi-
naisuudet.

Seuraavassa kuvataan esilli olevan keksinn8n mu-
kaisten koelaitteiden valmistus:

Usecampikertainen impregointi

Kantaja-ainekerros impregnoidaan ensimmédisessd liuot-
timessa olevalla ensimmiiselli reagenssiliuoksella tai sus-
pensiolla ja kuivataan. Sitten kantaja-aine impregnoidaan
toisella jdljellejdidneiden reagenssien liuoksella tai sus-
pensiolla toisessa liuottimessa, joka on laadultaan sellai-
nen, ettd se estdl ensimmdisessi liuottimessa olevien rea-
genssien vaikuttamisen. T#114 tavoin kummankaan liuocksen
reagenssit eivdt piddse vaikuttamaan toisiinsa koelaitteen
valmistuksen aikana eivitkid siten reagoi ennen aikojaan.
Edullisessa toteutusmuodossa tietyt ensimmdiset reagenssit
liitetd&n kantaja-ainekerrokseen kdyttden kastamista vesi-
pitoiseen vdliaineeseen. Muille reagensseille kdytetdidn
sopivaa orgaanista liuotinta, kuten tolueenia, asetonia,
kloroformia, metyleenikloridia, n-propanolia tai etyleeni-
dikloridia. T4md kerros kovetetaan antamalla orgaanisen liu-
ottimen haihtua. Yksityiskohtia on lihemmin selvitettu esi-
merkeissé.

Monikerroselementti

Monikerroselementti valmistetaan sisdllyttdmdlli en-
simmdiseen tai pddl118 olevaan kerrokseen joitakin, ei kui-
tenkaan kaikkia, reagensseista, joita kdytetddn spesifi-
sessd sitomiskoesysteemissi, sisdllyttdmilli toiseen tai
alla olevaan kerrokseen muut reagenssit, kovettamalla erik-
seen, esimerkiksi kuivaamalla kerrokset ja kiinnittdmills
ne toisiinsa laminaarisesti. Kun kdytetddn absorboivaa kan-
tajamateriaalia, niin elementit valmistetaan impregnoimalla
kerrokset ja kuivaamalla impregnoidut kerrokset.

Ensimmdiselld ja toisella kerroksella on kummallakin
pari vastakkaisia pintoja. Toinen ensimmiisen kerroksen pin-

noista laminaarisuhteessa toisen kerroksen toisen pinnan
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kanssa, ja ndyte pannaan ndiden kerrosten jommalle kum-
malle pinnalle. Ilmaisulla laminaarisuhde tarkoitetaan,
ettd neste tai kaasu pystyy kulkemaan tdllaisten toisten-
sa pddlle asetettujen kerrosten pintojen vdlissd. Tillai-
set kerrokset voivat olla jatkuvia tai niitd voi erottaa
toisistaan v&1illi oleva kerros. Vdlissd oleva kerros ei
saisi estdd kulkua kaikkien kerrosten vdlills.
Kylmdkuivausmenetelmsi

Tdssd valmistusmenetelmissi pyritd&n sisdllytetties-
sd yhteensopimattomia reagensseja yhteen ainoaan analyysi-
elementin kerrokseen estimiin niiden vdlinen reaktio. Kun
kdytetddn esimerkiksi absorboivaa kantajamateriaalia, niin
ensimmdinen reagenssiryhmé sisdllytetiin kerrosmateriaa-
liin korotetussa ldmp&tilassa (tai vaihtoehtoisesti kylmd-
kuivaamalla) ja kdsitellyn kerroksen annetaan kovettua.
Toinen ryhmi reagensseja, joista ainakin joku reagoi huo-
neen ldmp&tilassa ensimmiisen ryhmdn kanssa, lisidtdin ja
Yksikko jdddytetdsn nopeasti. Jiddytt&milli estetddn ennen-
aikainen reaktio ja kylmdkuivaamalla saadaan sitten vesi
poistettua, mik3 estdi ennenaikaisen reaktion kerroksen lim-
mettyd huoneen l&mp&tilaan.

Edullisessa toteutusmuodossa vyksi reagenssiryhmi voi-
daan lis&td vesiliuoksena kerrokseen ja kuivata. Toisen rea-
genssiryhmdn lisiys suoritetaan vesiliuoksessa, joka jHi-
dytetddn sitten nopeasti ja josta senjdlkeen poistetaan
vesi kylmdkuivaamalla. TH113 menetelm&lld voidaan yksik-
kd6n sisdllyttdd vain vesiliukoisia reagensseja ja estii
ndin reagenssien viliset reaktiot. Siten viltetdin myos
orgaanisten liuottimien kdyttd, joista tietyt voivat vai-
kuttaa haitallisesti joihinkin reagensseihin (esim. entsyy-
meihin).

Tdlld menetelmillid voidaan valmistaa koostumuksia
reagensseista, joita kdytetHin homogeeniseen spesifiseen
kokeeseen, jossa kaikki reagenssit ovat samassa kerrosele-
mentissd.
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Palautuva kompleksinmuodostus

Ndytteen ligandin ja merkityn ligandin kilpailu
sitoutumisesta sitomispartneriin (tdssi esimerkkini kdy-
tetty vasta-ainetta "Ab") voidaan esittii seuraavalla yh-
tdlo114:

ligandi Ab:ligandi
+ ‘- +
—_—
merkitty ligandi Ab:merkitty ligandi
+
Ab

Kuvatussa systeemissd vasta-aine ja merkitty ligandi pide-
tddn erill&dn toisistaan aina niytteen lisiimiseen asti.
Tdssd keksinndn mukaisen menetelmin toteutuksessa kdytetddn
hyvdksi palautuvaa reaktiota ja uudelleen tasapainottumista
ligandin kanssa, kuten ndhd&d#n seuraavassa yhtil8ssi:

ligandi Ab:ligandi
e
+ —_— +
AB:merkitty ligandi merkitty ligandi

jossa syrjdytetyn merkityn ligandin mi4ri on suorassa suh-
teessa ndytteen ligandikonsentraatioon. Etuna on, ettd kaik-
ki reagenssikomponentit voidaan sisdllyttii yhteen vdliai-
neeseen ja saatua systeemid k#ytettdessi tarvitaan vain ko-
keiltavan n&ytteen lisdys.

Analyyttisid elementtejid valmistetaan ikuboimalla
lyhyen aikaa, esim. 15 min. tiettyd konjugaattia vastaavan
antiseerumin kanssa. Sitten lis&t&dn mahdollisia lisireagens-
seja, ja inkubointia jatketaan vielid jonkin aikaa, muodos-
tuneella liuoksella impregnoidaan (tai sisdllytetdin muuten)
kantaja-ainekerros, ja liuoksen annetaan kovettua.

Havaittava vaste

Kuten edelld mainittiin, monilla viime aikoina suun-

nitelluilla homogeenisilla spesifisilli sitomiskoesystee-
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meilld saadaan, mahdollisesti kdyttden sovellutusta, ha-
vaittava vaste, kuten vidrin muutos, kemiluminesenssi- tai
fluoresenssivaste, joka vastaa kokeiltavan nestendytteen
ligandia kvalitatiivisesti tai kvantitatiivisesti.
Ilmaisulla "havaittava laji" ja muilla tidssi kdy-
tetyilld samantapaisilla ilmaisuilla tarkoitetaan atomeja,
kemiallisia ryhmi& (so. osia molekyylistd) tai kemiallji-~
sia yhdisteitd, jotka itsess&in ovat suoraan tai epdsuoras-
ti havaittavissa, ja ilmaisulla "havaittava vaste" sekd muil-
la tédssd kdytetyilli samankaltaisilla ilmaisuilla tarkoite-
taan tdllaisen lajin havaittavissa olevaa ilmausta. Esimerk-
kejd ovat sihkémagneettisen sdteilyn signaalit, kuten fluo-
resenssi, fosforesenssi, kemiluminesenssi, valon absorption
tai reflektanssin muutos ndkyvd1l1l3 spektrin osalla, miki
havaitaan ndkyvdni virin muutoksena, tai valon absorption
tai reflektanssin muutos ndkyvdn alueen ulkopuolella, ku-
ten ultravioletti- tai infrapuna-alueella. Kuten immunoko-~
keita perilli olevalle asiantuntijalle on selvdd, ilmaisua
"havaittava vaste" on tissji kdytetty laajimmassa mielessi.
Sdhk8magneettisten sdteilysignaalien lisfksi ilmaisuun "ha-
vaittava vaste" kisitetiin sisdltyvdn myds systeemin muiden
parametrien havaittavat muutokset, kuten reaktantin havait-
tavat muutokset, jotka havaitaan ndytteen jonkin komponentin
saostumisena tai muu muutos joko immunokoesysteemissi tai
ndytteessd. Tdllaisia muita havaittavia vasteita ovat sdh-
k8kemialliset ja kolorimetriset vasteet. Havaittava vaste
voi lisdksi olla sellainen, joka voidaan suoraan havaita
aisteilla tai jollakin havaitsemislaitteella, kuten spektro-
fotometrilla, UV-valon havaitsemislaitteella, fluorometrilla,
spektrofluorometrilla, PH-mittarilla tai muulla. On toivot-
tavaa, ettd havainto voidaan suorittaa sopivasti kdytt&en
havaittavan lajin koko miirij ilman, ettd siten vaikutetaan
analyysin perusteena olevien analysoitavien aineiden reak-
tioista syntyneisiin diffundoituvien tuotteiden middardsn.

Kun analyysitulos on saatu havaittavana muutoksena,
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niin se mitataan tavallisesti viemilli koe-elementti vy&-
hykkeen lidvitse, joka on varustettu sopivalla heijastus-,
transmittio- tai fluoresenssifotometrilla. T&llainen lai-
te toimii siten, ettd se suuntaa energiasddekimpun, kuten
erddssd toteutuksessa valon kantaja-aineen l&4vitse. Valo
heijastuu elementistid takaisin havaitsemisvilineeseen tai
kulkee elementin livitse havaitsemisvilineeseen, kun ky-
seessd on transmittio-havaitseminen. Edullisessa suoritus-
tavassa analyysitulos havaitaan elementin alueella, joka
on tlysin siind alueessa, jossa tulos tuotetaan. Heijastus-
spektrofotometrin kidyttd saattaa joissakin tapauksissa ol-
la edullista, jotta voitaisiin tehokkaasti v&ltt3i mahdol-
listen j&dnndsten, kuten verisolujen optinen h&irintid tai
virtsan kerroksille muodostaman sakan tai tyypillisen virt-
san vdrin optinen hiirint4. Haluttaessa voidaan myds kdyt-
tdd tavanomaista fluoresenssispektrofotometriatekniikkaa.
Lisdksi voidaan kdyttas transmissiotekniikkaa sellaisten
reaktiotuotteiden havaitsemiseen tai mddrittdmiseen, joita
on muodostunut sdteilyenergian, kuten ultraviolettisdtei-
lyn, n&kyvidn tai infrapunaisen siteilyn vaikutuksesta ele-
mentin yhteen pintaan, jolloin t&min energian "ulostulo"
mitataan yksik®n vastakkaisella pinnalla. Yleensid t&llai-
sessa mittauksessa kdytetdin sdhkdmagneettista siteilyi
aaltopituudella noin 200-900 nm, vaikkakin mitd tahansa
sdteilyd, jonka elementti pddstdd ldvitseen ja jolla voi-
daan kvantitatiivisesti mddrittdd muodostunut tuote, voi-
daan kdyttdd. Analyysin kontrolloimiseen voidaan kdytt&di
erilaisia kalibrointimenetelmii. Esimerkiksi kokeiltavaa
ligandia sis§ltdvin standardiliuoksen ndyte viediddn alu-
eelle l&helle aluetta, johon ndytetippa vietiin, jotta
analyysissd voitaisiin kdyttdi tulosten differenssiin pe-
rustuvaa mittausta.

Esimerkit

Seuraavat esimerkit kuvaavat kokeita, joita suori-
tettiin keksinn®n kehitystydn yhteydessd. Niiden valais-
tessa edullisia suoritusmuotoja niitd ei voida kuitenkaan
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pitdd keksinnén suojapiiriid rajoittavina.

A. Prosteettisella ryhmdlli merkitty immunokoelaite‘

Esimerkki I

Mallisysteemi

Erilaisten GB-patenttijulkaisussa nro 2 023 607 ku-
vattujen prosteettisella ryhmilli merkittyjen homogeenisten
immunokoereagenssisysteemien sisdllyttémistd kuivaan koe-
laitteeseen kokeiltiin valmistamalla mallisysteemi. Malli-
systeemissd kdytetty vastaava ligandi oli N-(2,4~dinitro-
fenyyli)-CFaminokapronihappo (tdstd ldhtien kHytetHin nimi-
tystd "DNP"). Reagenssit, joihin sisdltyivit systeemin immu-
nokemialliset komponentit, kisittivit DNP:n vasta-aineen,

DNP:n ja flaviiniadeniinidinukleotidin konjugaatin (josta
tdstd ldhtien kdytetdin nimitystd "DNP-FAD") ja apoglukoo-
sioksidaasin.

Systeemi suunniteltiin siten, ettd DNP-vaste ndkyi
vdrind, joka aiheutui apoglukoosioksidaasin aktivoitumises-
ta DNP-FAD-konjugaatin vaikutuksesta. DNP-FAD, jota vasta-
aine ei sido, on suorassa suhteessa DNP-konsentraatioon.

Se voidaan havaita kyvysti yhtyd apoglukoosioksidaasiin,
jolloin muodostuu aktiivista glukoosioksidaasientsyymii.
Systeemiin sisdltyi siten apoentsyymin, vasta-aineen ja kon-
jugaatin lisdksi havaittavan vasteen saamiseksi glukoosiok-
sidaasisysteemi, joka sisidlsi glukoosia, 3,3',5,5'-tetra-
metyylibentsidiinid (TMB) ja piparjuuriperoksidaasia. Apo-
entsyymin aktivoituessa glukoosioksidaasiksi muodostuu sini-
nen vdri, joka aiheutuu glukoosin hapettumisesta vetyperok-
sidiksi ja sitd seuraavasta TMB:n muuttumisesta peroksidaa-
sin ldsn&dollessa siniseen, hapettuneeseen tilaan.

1. Apoentsyymin valmistus

Apoentbyymi valmistettiin erittHin puhtaasta glukoo-
sioksidaasista (Miles Laboratories, Inc., luettelo nro 31-
619). 10,5 ml entsyymiliuosta (1000 yksikkdd/ml) sekoitet-
tiin dekantterissa 4,5 ml:aan glyserolia, ja seos jddhdytet-
tiin 0-4°C:seen. Seoksen pH s&dddettiin 10-%:sella H2804—
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vesiliuoksella arvoon 1,4. pH:n sH#4itd suoritettiin koko
ajan sekoittaen ja jidihdyttden jidhauteessa. Sekoittamis-
ta jatkettiin vield 2 tuntia, jonka jdlkeen liuos kaadet-
tiin Sephadex G-50 (medium) verkkoutettua geelisuodatus-
ainetta sisdltdvddn kolonniin (1,5 x 43 cm). Sephadex oli
ennen entsyymiliuoksen lisd&mistd tasapainotettu 30-tila-
vuus-% glyserolia sis8ltdvilld liuoksella, jonka pH oli
1,4. Entsyymiliuoksen lis#dimisen jilkeen kdytettiin apoent-
syymin eluointiin samaa 30-% glyserolia sisiltivii liuos-
ta. Effluentista kerdttiin fraktioita, joiden UV-absorbans-
si tutkittiin aaltopituudella 280 nm. Fraktiot, joissa esiin-
tyi absorbanssia t&114 aaltopituudella, yhdistettiin pusku-
riliuokseen, joka sisdlsi 50 mg aktiivihiilti ja 25 mg
dekstraania (Pharmacia Company nro T-70). Puskuri koostui
l-molaarisesta tris (hydroksimetyyli)aminometaanin vesiliuok-
sesta, johon oli lisdtty glutamiinihappoa pH:n sddtdmiseksi
arvoon 7,0. Saadun effluenttiliuoksen pH sdidettiin sitten
arvoon 7 kylldstetylld tris(hydroksimetyyli)aminometaanin
liuoksella. Lopullista liuosta sekoitettiin jd&dhauteessa
tunnin ajan. Apoentsyymiliuos lingottiin, ja supernatantti
suodatettiin Millipore-suotimilla 0,5 /um ja 0,22 /um (Mil-
lipore Corporation).

2. DNP-FAD-konjugaatin valmistus

Konjugaatti valmistettiin seuraavasti: Trayer'in et
al. (Biochem. J., 139 (1974), 609-623) menetelmilli synte-
tisoitiin N6-(trifluoriasetamidoheksyyli)adenosiini-S'—mono-
fosfaatti 56 mg (0,1 mmol) sitd liuotettiin noin 10 ml:aan
vettd, ja liuokseen lisdttiin 25 /Ul tri-n-butyyliamiinia
(0,1 mmol). Vesi haihdutettiin vakuumissa, j44nnds liuotet-
tiin 1Q ml:aan kuivaa dimetyyliformamidia, joka sitten haih-
dutettiin vakuumissa. Liuottaminen kuivaan dimetyyliform-
amidiin ja liuottimen haihduttaminen suoritettiin vielid kol-
me kertaa. Lopullinen jd&nnds liuotettiin 10 ml:aan kui-
vaa dimetyyliformamidia. Liuokseen lisittiin 80 mg N,N'-
karbonyylidi-imidatsolia (0,5 mmol), ja seos sai reagoida
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1,5 tuntia. Sitten lis#ittiin 15 /ul vettéeja liuvotin haih-
dutettiin vakuumissa. J4inndkseni saatu N ~(trifluoriaset-
amidoheksyyli)adenosiini-S'-monofosfaatti-imidatsolidi
liuotettiin 10 ml:aan dimetyyliformamidia.
47 mg (0,1 mmol) Johnson'in et al. (Anal.Biochem.,
86 (1978), 526-530) menetelmilli puhdistettua riboflaviini-
5'-monofosfaattia liuotettiin noin 10 ml:aan vettd, ja liuos
lisdttiin tipoittain 20 ml:aan asetonia, joka sisdlsi 43 /ul
(0,1 mmol) tri-n-oktyyliamiinia. Ennen lisdyksen pddttymisti
saatiin sakka. Liuotin poistettiin kiertohaihduttimessa,
kunnes riboflaviini-5'-monofosfaatti liukeni. Sitten 1li-
sdttiin 5 ml asetonia ja 5-10 ml dimetyyliformamidia ja
seos haihdutettiin kuiviin. J44%nnds liuotettiin 15-20 ml:aan
kuivaa dimetyyliformamidia, ja liuos haihdutettiin kuiviin.
Sama toistettiin kolme kertaa. Jiinn&s liuotettiin 5 ml:aan
dimetyyliformamidia, ja liuos yhdistettiin edelld saadun
10 ml:n kanssa imidatsolidin dimetyyliformamidiliuosta.
Reaktioseos sai seistid huoneen ldmp&tilassa ydn yli, sitten
livotin poistettiin. J44nnds liuotettiin 50 ml:aan vettd
ja vietiin DEAE-selluloosaa (Whatman DE 23; Whatman, Inc.,
Clifton, NJ) bikarbonaattimuodossa sisHdlt&viin kolonniin
(2,5 x 25 cm). Kromatogrammi kehitettiin veden (2 1) ja
Q,3-m ammoniumbikarbonaattiliuoksen (2 1) lineaarisella gra-
dientilla, jolloin koottiin 23 ml:n fraktioita. Ohutkerros-
kromatografia silikageeli 60 F254:114i (E. Merck, Darmstadt,
Saksan Liittotasavalta) osoitti fraktioiden 68-73 sisdltd-
vdn vahvasti keltaisia (RF 0,75) ja heikommin keltaisia
(Rp 0,36) yhdisteitH. Nimi fraktiot yhdistettiin, absorp-
tiospektrissd oli maksimit kohdissa 267 nm, 373 nm ja 450 nm.
Yhdistetystd liuoksesta poistettiin liuotin ja jdan-
nds liuotettiin noin 5 ml:aan vettd. Tamin liuoksen pH sdd-
dettiin 5-m NaOH-liuoksella arvoon 11,0, ja liuos sai sit-
ten seistd huoneen lémp¥tilassa 9 tuntia. Ohutkerroskro-
matografia osoitti t#118in komponentin Rp 0,75 h&@vinneen
ja ettd tilalle oli muodostunut uusi keltainen yhdiste RF
0,37. Reaktioseoksen pH sifdettiin kloorivetyhapolla arvoon
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8,0 ja seos vietiin bikarbonaattimuodossa olevaa DEAE-sel-
luloosaa sisdltdvddn kolonniin (2,5 x 20 cm). Kromatogram-
mi kehitettiin veden (1 1) ja 0,2-m ammoniumbikarbonaatti-
liuoksen (1 1) lineaarisella gradientilla. Kolonnista saa-
tu keltainen effluentti koottiin yhteen ja liuotin haih-
dutettiin. Jd3dnnds adsorboitiin 2 g:lle silikageelid, joka
sitten asetettiin kolonnin yl&osaan, joka sisilsi 50 g eta-
noli/l-m trietyyliammoniumbikarbonaattiliuosseoksella (pH
7,8) (tilavuussuhde 8:2) tasapainotettua silikageelii. Kro-
matogrammi kehitettiin samalla liuottimella, keltainen kompo-
nentti, jonka RF oli 0,37, koottiin ja haihdutettiin. Fla-
viini-N6—6-N—aminoheksyyliadeniinidinukleotidin /josta tds-
td ldhtien kdytetddn nimitysti N6(aminoheksyyli)FAD/ saan-
to oli 10 % (md&ritetty absorbanssin 450 nm perusteella).

10 ml:aan 0,21-m natriumbikarbonaatin vesiliuosta,
joka sisdlsi 0,06 mmoolia Ns(aminoheksyyli)FAD:ia, lisdt-
tiin sekoittaen tipoittain 17 /ul (0,13 mmol) 2,4-dinitro-
fluoribentseenid 1 ml:ssa absoluuttista etanolia. Reaktio-
seosta sekoitettiin pimedssd 6 tuntia, sitten siihen lis&dt-
tiin 10 /ul (0,08 mmol) 2,4-difluoribentseenid liuotettuna
0,5 ml:aan etanolia. Reaktioseosta sekoitettiin y&n yli.
Ohutkerroskromatografialla silikageelilld (silikageeli 60,
F-254, E.Merck) liuotinsysteemissd etanoli/trietyyliammo-
niumbikarbonaatti (pH 7,5) (7:3) todettiin N°®(aminoheksyyli)-
FAD:in reagoineen tdydellisesti.

Reaktioseos suodatettiin Whatman nro 1 paperilla ja
suodos vietiin Sephadex LH-20 sis#lt&dvdidn kolonniin (2,5 x
56 cm), joka oli tasapainotettu 0,3-m ammoniumbikarbonaa-
tilla. Kromatogrammi kehitettiin samalla liuottimella, jol-
loin saatiin erillisind piikkeind useita keltaisia aineita.
Vdlilla 470-560 ml 0,3-m ammoniumbikarbonaattiliuoksella
eluoitunut liuos oli ainoa, joka aktivoi apoglukoosioksidaa-
sin. Edelld kuvatulla tavalla suoritetulla ohutkerroskro-
matografialla t&md materiaali saatiin jaettua kahdeksi kel-
taiseksi fluoresoivaksi tdpldksi (RF = 0,84 ja 0,89). Opti-
sessa absorptiospektrissd oli maksimit kohdissa 265, 370
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ja 455 nm. T&m&n tuotteen ndyte saatettiin reagoimaan
k&&rmeenmyrkky-fosfodiesteraasivalmisteen (Croteus ada-
matoces) kanssa (valmistaja: Worthington Biochemical Corp.).
Ohutkerroskromatografia Osoitti, ettHd reaktiotuotteet oli-
vat riboflaviini-5'-monofosfaatti ja N6(2,4-dinitrofenyyli-
aminoheksyyli)adenosiini—S'-monofosfaatti. Tdplien vah-
vuudesta voitiin pddtelld, ettd tdpld, jonka RF oli 0,87,
oli entsyymin hajottaman materiaalin tdpld. 3 vuorokaudes-
sa ei hajoaminen ollut tdydellisti.

3. Koelaitteen valmistus

Koelaite valmistettiin sisdllyttdmilli aineosat kah-~
della kastamisella Paperiperusaineeseen. Ensimmiinen imey-

tys suoritettiin kastamalla 2-mmolaariseen TMG-asetoniliu-
okseen. Eaton & Dikeman 205 suodatinpaperin palaset (4 x 4
cm) kastettiin TMB-liuokseen (ensimmidinen kastaminen), pois-
tettiin liuoksesta ja kuivattiin kiertoilmauunissa 90°C:ssa
1-2 minuuttia.

Toinen kastamisliuos valmistettiin yhdistdmillsi seu-
raavat aineosat mainitussa jdrjestyksessi:
Vesipitoinen puskuri (pH 6,4)x) 0,4 ml
Glukoosi (1-m) 0,2 ml
Piparjuuriperoksidaasi (153 vks/mg: 1,25 mg/ml) 0,2 ml
Polyvinyylialkoholi (Monsanto 20-30;

10 g/100 ml vetts) 0,2 ml
Naudan seerumialbumiini (Miles Laboratories,

Inc.; 20 mg/ml vetti) 0,05 ml
Apoglukoosioksidaasi

(5,0 nanomoolia FAD-sitomiskohtia/ml) 0,4 ml
Osittain puhdistettu DNP:n vasta-ainexx) 0,56 ml
X)

Puskuri sis&dlt8i vesiliuoksena 10,8 g tris (hydroksi-
metyyli)aminometaania, 9,7 g glutamiinihappoa ja 1,6 g
sitruunahappoa 100 ml:ssa liuosta.

xx)Osj.ttain puhdistettu vasta-aine valmistettiin DNP-anti-
seerumista (Miles Laboratories, Inc.). Immunoglobuliini-~
fraktio eristettiin saostamalla ammoniumsulfaatilla Living-
ston'in ("Methods in Enzymology", vol. XXXIV, W.B. Jakoby
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ja M Wilchek, 3 painos, sivu 725; Academic Press, New

York, 1974) kuvaamalla menetelmdlli. Ti114 menetelmilli
saatu lopullinen sakka liuotettiin 50 mmolaariseen kalium-
fosfaattiin (pH 6,8) sellaiseksi tilavuudeksi, joka vastasi
alkuperdistd seerumia. Td&md liuos dialysoitiin y&n yli 4°c:
ssa samaa puskuria (50-mmolaarinen kaliumfosfaatti, 500 ti-
lavuusosaa) vastaan.

Ennen kdyttdd kokeessa edelld valmistettu apoentsyy-
miliuos dialysoitiin 20-mmolaarista trisglutamaattipuskuria
vastaan (pH 7,0), joka sisdlsi 10 paino-% mannitolia.

Tdatd toista kastamisliuosta kdytettiin sitten aikai-
semmin TMB:11d impregnoidun paperin impregnoimiseen. TMB-
pitoinen paperi kastettiin toiseen kastamisliuokseen, pois-
tettiin liuoksesta ja kuivattiin kiertoilmauunissa 90°C:ssa
6 minuuttia.

Koelaitteet valmistettiin kiinnittdmdlld kuivatun
paperin 5 x 5 cm kokoiset palat kaksiakselisesti orientoi-
tuneiden polystyreeniliuskojen (0,5 x 8,3 cm) toiseen pd&d-
h&n. Kiinnittdminen suoritettiin kdyttden kaksipuolista
teippid ("Duble-Stick"; 3M Company).

Reagenssisysteemi valmistettiin lopulliseen muotoon-
sa saattamalla edelld valmistettu laite kosketuksiin l-/u-
molaaristen DNP-FAD-konjugaattivesiliuosten kanssa. Kaik-
ki laitteen kokeilussa kdytetyt liuokset sisdlsivdt t&min
mddrdn konjugaattia ja vaihtelevan mddrdn ligandia, DNP,

tai ei lainkaan ligandia, Ndin valmistettiin 4 koeliuosta:

Koeliuos Sisdltdo

1 1 /uM DNP-FAD

2 1 /uM DNP-FAD ja 1 /uM DNP-kapro-
aattia

3 1 /UM DNP-FAD ja 4 /uM DNP-kapro-
aattia

4 1 /uM DNP-FAD ja lQ/uM DNP-kapro-

aattia
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4. Kokeen arviointi

Koelaitteiden suorituskyvyn kokeilussa jokainen
niistd kastettiin 15 /ul:lla edelld olevia liuoksia. Koe-
liuoksen kanssa kosketuksissa oltuaan jokaista laitetta
inkuboitiin 6 minuuttia kannellisessa petrimaljassa, jon-
ka pohjalla o0li kostutettu suodatinpaperipalanen. Petri-
malja toimi kosteuskammiona.

Edelld kuvatulla tavalla valmistetun ja inkuboidun
koelaitteen suorituskyky analysoitiin instrumentilla "Rapid
Scannes". Tdmi laite on skannaus-reflektanssispektrofotomet-
ri, johon liittyy PDP-12 laskin, valmistaja Digital Equip-
ment Corporation. T&td instrumenttia kdytetddn ndkyvidlls
reflektanssi-spektrin alueella olevaan nopeaan mittaukseen.
Laskin pystyy varastoimaan spektrin tulokset ja laskutulok-
set. Reagenssiliuskojen suorituksen mittaamisella Rapid
Scanner-laitteella on visuaaliseen havaintoon verrattuna
seuraavat edut:

1) Valoldhde ja niytteen ulkoiset olosuhteet pysy-
vdt muuttumattomina. Silmimdirin arvioitaessa valolihde voi
vaihdella, jolloin vaihteluja voi esiintyd sekd aaltopituuk-
sissa ettd valolihteen asemassa tarkasteltaviin liuskoi-
hin n&hden.

2) Rapid Scanner-laitteen detektoriominaisuudet pysy-
vdt muuttumattomina. Silmimiiriisessi tarkastelussa detek-
tori (so. havaintoja tekevin henkilén silmdt) vaihtelee eri
henkil®illd ja eri pdivini.

3) Rapid Scanner-laitteella saadaan tarkemmat kvan-
titatiiviset havaintotulokset kuin ihmissilmin, jolloin tu-
loksia voidaan verrata toisiinsa objektiivisemmin kuin visu-
aalisten havaintojen ollessa kysymyksessi.

Rapid Scanner-laite on firmassa Ames Company Divi-
sion of Miles Laboratories, Inc., Elkhart, Indiana USA suun-
niteltu, ja tarkempia tietoja rakenteesta ja suorituskyvys-
td saadaan tdstd firmasta.

Koelaitteet, joihin oli lisdtty nelj&i eri liuosta,
analysoitiin Rapid-Scanner-laitteella. Saadut spektrit on
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esitetty kuviossa 1. Kuvion 1 neljd k&yrd& kuvaavat ref-
lektanssi-%:a aaltopituuden funktiona. Erityisen mielen-
kiintoinen on liuskojen suoritus aaltopituudella 600 nm.
joka on hapetetun TMB:n sinivirin maksimiabsorption aalto-
pituus.Heijastus-% alenee ligandin konsentraation kasvaes-
sa, mikd osoittaa laitteen kykyid kvantitatiivisesti analy-
soida liuoksia, joiden DNP-kaproaattikonsentraatiot vaih-
televat. Lisiksi eri ligandiliuoksilla saadut vdrierot oli-
vat riittdvdn suuria, joten my8s silmdmdlirin voitiin havai-
ta vdrin riippuvuus ligandin konsentraatiosta.

Tdmd koe osoittaa, ettd vasta-aine ja apoentsyymi
voivat samanaikaisesti kilpailla vastaavasta konjugaatista,
tdssd tapauksessa DNP-FAD:sta ilman midrdttyd reagenssien
lisdysjérjestystd. Lisdksi koe Osoittaa, ettd k#ytidnnSssi
immunokemiallisen koesysteemin reagenssit voidaan sekoittaa
ja varastoida kauan ennen itse kokeen suorittamista.

Esimerkki II

Yhdistetty immunokoelaite

Tdssd kokeessa pyrittiin parantamaan esimerkin I mal-
lisysteemid sisdllyttdmilli konjugaatti suoraan kantaja-
elementtiin ennen kokeen suorittamista ja siten tuottamalla
yhdistetty homogeeninen immunokoelaite.

Buckey S-22 paperin pala (3,75 x 6,25 cm) kastettiin
ensimmdiseen kastamisliuokseen, joka oli 5-mmolaarinen TMB-
liuos asetonissa, joka sisdlsi 0,1 g/100 ml emulgointiainet-
ta (GAF ON-870, General Aniline & Film Corp.). Tdmid vii-
meksi mainittu ensimmiisen kastamisliuoksen komponentti on
polyetyleenioksidipolymeeri, jonka pddtteissd on pitkidket-
juiset rasva-alkoholit. Polymeerin etyleenioksidi/rasva-
alkoholimoolisuhde on 30:1. Paperi kuivattiin 50°C:ssa mi-
nuutin ajan.

Kuivaamisen jdlkeen paperi kastettiin toiseen kasta-—
misliuckseen, joka oli valmistettu seuraavista aineosista:
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Vesipitoinen puskuri

(1-m trisglutamaatti, pH 6,4) 0,4 ml
Glukoosi (1,0-m) 0,2 ml
Piparjuuriperoksidaasi

(153 yks/mg, 1,25 mg/ml) 0,2 ml
Polyvinyylialkoholi (Monsanto 20-30;

10 g/100 ml vettH) 0,2 ml
Naudan seerumialbumiini

(Miles Laboratories, Inc; 20 mg/ml vett4) 0,05 ml
Apoglukoosioksidaasi (50 nanomoolia
FAD-sitomiskohtia/ml) 0,08 ml
Osittain puhdistettu DNP:n vasta-aine

(katso esim. I) 0,27 ml
Tislattu vesi 0,6 ml

Paperi kuivattiin 50°C:ssa 12 minuuttia, sitten
se kastettiin kolmanteen kastamisliuokseen, joka oli val-
mistettu sekoittamalla 250 /ul 80-/umolaarista DNP~FAD-kon-
jugaatin vesiliuosta n-propanolin (9,75 ml) kanssa, jol-
loin saatiin 2-/umolaarinen DNP-FAD-kastamisliuos. Kolman-
nen impregnoinnin j&dlkeen paperi kuivattiin 50°C:ssa 4 mi-
nuuttia.

Valmistettiin koelaitteita kolminkertaisesti impreg-
noidun paperin 0,5 x 0,5 cm palasista liittdm#lls palaset
kaksiakselisesti orientoituneen polystyreenin liuskojen (0,5
x 8,3 cm) toiseen piihin. Kiinnittédminen suoritettiin kaksi-
puolisella teipilli "Double-Stick" (3M Company) .

Nditd koelaitteita kokeiltiin erilaisia DNP-konsent-
raatiota sis&dltdvilli liuoksilla kastamalla koelaitteet liu-
oksiin ja inkuboimalla sitten 3 minuuttia ja analysoimalla
liuskat Rapid-Scanner-laitteella (katso esim. I) valon ref-
lektanssin mittaamiseksi. Aaltopituudella 60Q nm saadut tu-
lokset n&hd&&n graafisena esityksend kuviossa 2, jossa K/S
on esitetty DNP-konsentraation funktiona. K/S misritell&isn

seuraavasti:



10

15

2Q

25

30

35

38

K (-2 75677

S T 2R
jossa K on vakio, S on kdytetyn heijastusvilineen sironta-
kerroin, ja R on koeliuskasta saadun reflektanssin osuus.
Tdmd kaava esittdd yksinkertaistetussa muodossa Kubelka-
Munk yhtdldn (Gustav Kortiim, "Reflectance Spectroscopy",
sivut 106-111, Springer-Verlag, New York (1969)).

Rapid Scanner-laitteella saatuja tuloksia kdytettiin
my8s suorituskyvyn arviointiin laskemalla vdrieroyksikdt
( 4 E), jotka on esitetty taulukossa A. <J E on arvo, joka
on suhteellinen virinmuodostukseen tuloksena koelaitteen
apoentsyymin ja DNP~FAD-konjugaatin lisndolosta yhdessid in-
dikaattorin, peroksidaasin ja glukoosin kanssa. Rapid-Scan-
ner-laitteella saatuja kolmiherdtearvoja on kdytetty E:n
laskemiseen sopimuksen mukaisesti, joka on kuvattu julkai-
sussa "Supplement nro 2 to Commission Internationale de
L'Eclairage (Paris), Publication nro 15, Colorimetry, (E.-
1.3.1), 1971".

Taulukko A
DNP-kaproaattitasojen vilinen visuaalinen erottaminen
DNP-kaproaatti

e E
0-1 10,5
1-2 3,2
2-4 4,5
4-8 5,2

Tulockset osoittavat, ettd kiintedssd tilassa oleva
tdysin yhdistetty homogeeninen immunokoelaite on kdyttd-
kelpoinen.

Esimerkki III

Kantajaperusaineessa olevan apoentsyymin parannettu

PYSYVYyYys

Pyrkimyksend oli kokeilla kantajaperusaineessa, ku-
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ten paperissa olevan apoglukoosioksidaasin stabiloimista

ja siten koelaitteen reaktiivisuuden, herkkyyden ja varas-
toinnin parantamista. Reagenssiliuskoja valmistettiin muu-
ten samalla tavalla kuin esimerkissi I paitsi, ettd vasta-
aine jdtettiin pois. Kdytettiin kahden kastamisen systeemid
kastamalla Eaton & Dikeman 205 paperinpalat (4 x 4 cm) en-
sin TMB-asetoniin, kuivaamalla ja kastamalla ne sitten toi-
seen liuokseen, joka sis#lsi muut reagenssisysteemin aine-
osat, jotka tarvitaan sen tekemiseksi herk#ksi konjugaatin
suhteen. TH114 tavalla valmistettuja laitteita kuumarasi-
tettiin ja niihin lis#ttiin konjugaattia naudan seerumial-
bumiinin (BSA) ja polyvinyylialkoholin (PVA) vaikutuksen
tutkimiseksi apoentsyymin pysyvyyteen.

Eaton & Dikeman 205 suodatinpaperin (4 x 4 cm) pala-
set impregnoitiin 2 ml:lla 3,3',5,5'~tetrametyylibentsidii-
nin (TMB) 2-mmolaarista liuosta asetonissa. Paperi kuivat-
tiin kiertoilmauunissa 90°C:ssa 1-2 minuuttia. Valmistettiin
toinen kastamisliuos, joka sisdlsi trisglutamaatti-sitraat-
tipuskuria (pH 6,4) konsentraationa 0,33-m (katso esim. I),
glukoosia konsentraationa 0,1-m, 19 yks/ml piperjuuriperok-
sidaasia, glukoosioksidaasiapoentsyymié (1,3 nmoolia FAD-si-
tomiskohtia/ml), naudanseerumialbumiinia (BSA) 0,5 mg/ml ja
polyvinyylialkoholia (PVA) 10 mg/ml. TMB-impregnoidut pape-
rit kastettiin sitten hetkeksi toiseen kastamisliuokseen
ja kuivattiin kiertoilmauunissa 90°C:ssa noin 7 minuuttia.

Valmistettiin koelaitteita kaksiakselisesti orientoi-
tuneista polystyreeniliuskoista (noin 0,5 x 8,3 cm) kiinnit-
tdmdlld niiden toiseen pddhdn impregnoidut, kuivatut pape-
rinpalat (0,5 x 0,5 cm). Kiinnittdminen suoritettiin kaksi-
puolisella teipilli Double-Stick (3M Company). T&1lli tavoin
valmistettuja koeliuskoja sdilytettiin ruskeissa pulloissa
4°C:ssa silikageelikuivausaineen kanssa ennen kuumarasitus-
kokeita.

Sekd sellaiset liuskat, jotka sis#dlsividt BSA:ta ja
PVA:ta ettd sellaiset, jotka eividt sisiltineet niitd, saa-
tettiin kuumarasituskokeeseen sdilyttdmdl1ls niitd 3 vrk sul-
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jetuissa, kuivausainetta sisiltivissi pulloissa 50°C:ssa.
Rasituskokeen jdlkeen liuskojen suorituskyky arvioitiin
pipetoimalla niille 15 /ul 4-/umolaarista DNP-FAD-liuosta

ja inkuboimalla 6 minuuttia kannella suljetussa pe-rimal-
jassa, jossa oli mdrkd suodatinpaperipalanen. Kuumak&sit-
telemdttdmdt liuskat ympdttiin samalla tavalla kuin edelld
ja inkuboitiin 2 minuuttia. Inkuboinnin j&dlkeen liuskat ana-
lysoitiin esimerkissd I kuvatulla tavalla Rapid Scanner-
laitteella. Rapid Scanner tulos ilmoitettiin vdrieroyksik-
k8ind ( 4 E) reagoimattomien liuskojen suhteen, so. sellais-
ten liuskojen suhteen, jotka oli kastettu DNP-FAD-konjugaa-
tin sijasta vain tislattuun veteen. Rapid-Scanner analyy-
sin tulokset n&hd&#n taulukossa B.

Taulukko B
BSA/PVA E E
Rasittamaton Kuumarasitettu
Ei sisdlld 2,2 2,1
BSA+PVA 19,9 13,6

Taulukon B tulokset osoittavat, ettd ilman BSA- ja
PVA-lisdystd liuskoilla saatu vaste heikkenee merkitse-
vdsti, kun sensijaan BSA:n ja PVA:n lisniollessa saadaan
6,5-9-kertainen védrierotuksen paraneminen. Lisiksi BSA
ja PVA parantavat merkitsevidsti liuskojen stabiliteettia
kuumarasituskokeessa. Tdmdn kokeen tulokset osoittavat si-
ten erittdin selvdsti stabilointiaineilla saavutettavat
edut valmistettaessa kiintedssid muodossa olevia apoentsyy-
miin perustuvia immunokoelaitteita.

Esimerkki IV

Mallisysteemin soveltaminen teofylliinikckeeseen

Kokeen tarkoituksena oli esimerkeissid I-III kuvattu-

jen mallisysteemien soveltaminen kliinistd merkitystd omaa-
vaan teofylliinikokeeseen. Teofylliini /1,3-dimetyyliksan-
tiini; katsoi The Merck Index, 9. painos sivu 1196 (1976)/
on astman hoidossa kdytettdvd lddkeaine. Useimpien potilai-
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den seerumikonsentraation terapeuttinen alue on 10-20
/ug/ml, ja veren tasoilla yli 35 /ug/ml ilmaantuu jok-
seenkin poikkeuksetta myrkytysoireita. Koelaite valmis-
tettiin samoin kuin edellisissi esimerkeissd kdyttden
kuitenkin konjugaattina FAD:ia kovalenttisesti sidottuna
teofylliiniin ja vasta-aineena Osittain puhdistettua teo-
fylliinin vasta-ainetta.

1. Konjugaatin synteesi

Konjugaattimolekyylin valmistus, jossa FAD sidot-
tiin kovalenttisesti teofylliiniin, suoritettiin seuraavas-
ti: l,3—dimetyyli-l,6,7,8-tet4ahydropyrido/l,2—e/puriini—
2,4,9-(3H)-trionia (0,9 mg/3,62 /umol) /valmistus kuvattu
Cook, C.E., Twine, M.E., Meyers, M., Amerson, E., Kepler,
J.A. ja Taylor, G.F., Res, Commun. Chem. Path. Pharmacol.
13, 497-505, (1979)/ lisdttiin 0,2 ml:aan dimetyylisulfok-
sidia, joka sisdlsi 2,4 ,umoolia N®- (aminoheksyyli)-Fap:ia,
4 tunnin kuluttua lisdttiin vieli 1,8 mg (7,3 /umol) tri-
onia. Liuosta sekoitettiin yon yli, liuotin haihdutettiin
vakuumissa (0,1 mmHg) ja j&dnnds kromatografoitiin Sepha-
dex LH-20 sisilt&vissi kolonnissa, joka oli tasapainotettu
0,3-m trietyyliammoniumbikarbonaatilla, PH 7,8. Raakatuote
efluentti, joka eluoitui vdlilld 216-246 ml, koottiin ja
kromatografoitiin 20 x 20 cm x 100 yum silikageelilevylli
kdyttden etanoli/l-m trietyyliammoniumbikarbonaattia, pH
7,8 (tilavuussuhde 8:2). Haluttua tuotetta sisdltavd vys-
hyke raaputettiin levyltd, uutettiin l-m trietyyliammonium-
bikarbonaattipuskurilla (PH 7,8), suodatettiin ja konsent-
roitiin. Lopullinen puhdistus suoritettiin kromatografoi-

" malla Sephadex LH-20:114, joka oli tasapainotettu 0, 3-m

puskurilla, jolloin saatiin 1,26 /umoolia (saanto 53 g)
teofylliini-FAD:ia, kuten absorbanssi aaltopituudella 450
nm osoitti.

Ndin valmistetulla konjugaatilla on edellj otsikolla
"Entsyymin prosteettinen ryhmd merkintdaineena" varustetus-

sa kappaleessa esitetty kaava, jossa ryhmdlld -R-L on rakenne:

W

HN N-CH3

_—+CH2}5_NHCO(CH2)3’L§Nfl N/JQO
CH,
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2. Koelaitteen valmistus

Teofylliinikokeeseen tarkoitettuja reagenssilius-
koja valmistettiin kiyttHen titi teofylliini-FAD-konju-
gaattia. Buckey S-22 paperin kappaleita (4 x 4 cm) impreg-
noitiin ensimmiiselli kastamisliuoksella, joka koostui 5-
mmolaarisesta TMB:stid asetonissa, joka sisdlsi 0,1 g/100 ml
emulgointiainetta ON-870 (General Aniline and Film Corpora-
tion). Kastamisen jilkeen ensimmiiseen liuokseen impregnoi-
dut paperin kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa minuutin
ajan. Kuivaamisen j&lkeen paperit impregnoitiin toisella
kastamisliuoksella. Toisena kastamisliuoksena oli 0,33-m
puskuri, joka kuvattiin esimerkissi 1 (pH 6,4), joka oli
0,1-molaarinen glukoosin suhteen ja sisdlsi 19 yks/ml pi-
parjuuriperoksidaasia sek# glukoosioksidaasiapoentsyymi&
(1,0 nmoolia FAD-sitomiskohtia/ml), osittain puhdistettua
teofylliinin vasta-ainetta (0,14 ml kastamisliuoksen ml:aa
kohti), 0,5 mg/ml hir&n seerumialbumiinia ja 0,5 g polyvi-
nyylialkoholia 100 ml:aa kohti. Teofylliinin antiseerumi
koottiin teofylliini-immunogeenikonjugaatilla immunoiduis-
ta kaniineista Cook'in et al. /Res.Comm.Chem.Path.Pharma-
col. 13:497-505 (1976)/ kuvaamalla menetelmdlld. Seerumi
puhdistettiin osittain samoin kuin esimerkissi I. Kuivatut
paperit kastettiin lyhyesti toiseen kastamisliuokseen ja
kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 12 minuuttia.

Kahteen kertaan impregnoidut paperit impregnoitiin
sitten kolmannella liuoksella, joka sisdlsi 0,5-/umolaari-
sena liuoksena asetonissa FAD-teofylliinikonjugaattia. Pa-
perit kuivattiin minuutin ajan 50°C:ssa kiertoilmauunissa.

Valmistettiin koelaitteita kolme kertaa impregnoi-
dun paperin kappaleista (0,5 x 0,5 cm) kiinnitt&milli ne
polystyreeniliuskoille (0,5 x 8,3 cm) kaksipuolisella tei-
pilld Double-Stick (3M Company).

Kokeiden suorittamiseksi valmistetuilla koelaitteilla
valmistettiin veteen teofylliiniliuoksia, joiden konsentraa-
tiot vaihtelivat vd1illi 0-8 /um. Laitteet kastettiin n#dihin
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liuoksiin ja 2 minuutin inkuboinnin jdlkeen analysoitiin
Rapid Scanner'illi esimerkissi I kuvatulla tavalla. Annos-
vastekdyrd ndhdién kuviossa 3, jossa K/S on esitetty teofyl-
liinikonsentraation funktiona.

Kédyristd ndhdddn, etti eri teofylliinimi&rilli liuok-
sissa saadaan selvdsti havaittavia vdrieroja ja ettd viarin
muutokset osoittavat kulloinkin teofylliinin konsentraation.

Esimerkki VvV

Mallisysteemin sovellutus fenytoiinikokeeseen

Samoin kuin esimerkissi IV pyrittiin esimerkkien
I-IIT mallisysteemi soveltamaan kliinisesti merkittdvddn
analyysiin, fenytoiinin m&irittdmiseen. Kokeessa osoitettiin
homogeenisen, prosteettista ryhmdd merkintfaineena kdyttivin
immunokokeen soveltuvuus kuivana reagenssiliuskana fenytoi-
niinin toteamiseen. Kuten edellisissi esimerkeissd kantaja-
perusaineessa saattoi tapahtua samanaikaisesti prosteetti-
sella ryhmdlld merkityn fenytoiinin ja analysoitavan ndyt-
teen (fenytoiini) vilinen kilpailu sitoutumisesta fenytoiinin
vasta-aineeseen.

1. Fenytoiini-FAD-konjugaatin synteesi

14,7 mg:aan (40,0 /umol) 5-(2'-karboksibutyylioksi-
fenyyli-5-fenyylihydantoiinia 1,8 ml:ssa molekyyliseuloilla
kuivattua dimetyyliformamidia (DMF) lis&ttiin argonkehissi
0,10 m1 (40,0 /umol) 400—/umolaarista isobutyylikloorifor-
miaatin liuosta DMF:ss&d. Reaktioseosta sekoitettiin tunnin

ajan huoneen ldmpdtilassa. Reaktioseokseen lisdttiin sit-
ten 10,0 /umoolia N6(aminoheksyyli)—FAD:ia 2,0 ml:ssa mole-
kyyliseuloilla kuivattua dimetyylisulfoksidia (DMSO) ja
sitten 0,05 ml 400-/umolaarista trietyyliamiinin liuosta
DMF:ssd. Seosta sekoitettiin 19 tuntia huoneen ldmpétilassa,
sitten seos laimennettiin vedelld 45Q ml:ksi ja johdettiin
peristalttisen pumpun avulla Whatman DE-52 selluloosa-anio-
ninvaihtohartsia (bikarbonaattimuoto) sisdltdvddn kolonniin
(1,5 x 30 cm). Kaolonni eluoitiin veden (1,5 1) ja 0,3-m
trietyyliammoniumbikarbonaatin vesiliuoksen (1,5 1) gradien-
tilla. Koottiin noin 16 ml:n fraktioita, joista fraktioissa
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70-88 todettiin apoglukoosioksidaasiaktiviteetin perus-
teella olevan haluttua tuotetta. Nimi fraktiot yhdistet-
tiin, ja liuoksen pH s&idettiin arvoon 7. Tuotetta saatiin
4,78 /umoolia (47,8 %:n saanto) mddritettynd liuoksen ab-
sorbanssin perusteella aaltopituudella 450 nm k#yttHen FAD:

in nmolaarisen liuoksen ekstinktiokorrointa (E = 11,3)

450
mddrityksen perustana.

2. Koelaitteen valmistus

Koelaitteet valmistettiin kastamalla paperinpala
perdkkdin kolmeen liuokseen, joista jokainen sis&lsi erilai-
sia immunokoesysteemin komponentteja, joiden oletettiin
antavan positiivisen tuloksen fenytoiniinin ldsndollessa,
ja kuivaamalla paperi aina kastamisten v&1lillg. Paperin-
pala (5 x 5 cm) (s-22, Buckeye Cellulose Corp. Memphis, TN)
kastettiin 5-mmolaariseen TMB:n asetoniliuokseen, joka si-
sdlsi 0,1 % (paino/tilav.) emulgointiainetta ON-879 (Gene-
ral Aniline & Film Corp.). 1 minuutin kuivaamisen jdlkeen
50°C:ssa paperi kastettiin toiseen vesiliuokseen, joka si-
sdlsi trisglutamaattipuskuria, PH 6,4 (0,2-m), glukoosia
(0,1-m) piparjuuriperoksidaasia (19 yks/ml), apoglukoosiok-
sidaasia (1,0 nmoolia FAD-sitomiskohtia/ml), 0,5 mg/ml
naudan seerumialbumiinia, 0,5 g/100 ml polyvinyylialkoholia
(katso esimerkki III) ja antifenytoiiniseerumia (0,14 ml an-
tiseerumia/ml). Antiseerumi saatiin muodostumaan o-kaproyyli-
difenyylihydantoiinia vastaan samoin kuin esimerkissi IV.

Paperi kuivattiin 50°C:ssa kiertoilmauunissa 12 mi-
nuuttia ja impregnoitiin sitten kastamalla kolmanteen liu-
okseen, joka sisidlsi FAD-fenytoiinikonjugaattia (0,5~/um)
n-propanolissa ja 0,1 g/100 ml polymeeria Gafquat 734, joka
on kvaternddrisi¥ amiiniryhmii sisiltivi polymeeri (Gene-
ral Aniline & Film Corp.).

3-4 minuutin kuivaamisen j4lkeen 50°C:ssa impregnoi-
dusta paperista valmistettiin koeliuskoja kiinnittimilli
0,5 x 0,5 cm suuruisia kappaleita reagenssia sis&ltivii
paperia kaksiakselisesti orientoituneen polystyreenilius-
kan (0,5 x 8,3 cm) toiseen pddhdn, Kiinnittdminen suoritet-
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tiin kaksipuolisella teipilld Double-Stick (3M Company) .

Ndiden koelaitteiden kdyttbkelpoisuuden midrdimi-
seksi fenytoiinin analyysiin niille vietiin fenytoiinia
sisdltdvii 0-8-/umolaarisia koeliuoksia ja 2 minuutin ku-
luttua tulos luettiin Rapid Scanner-laitteella. Kuviossa
4 ndhdd4n K/S:n muutos fenytoiinikonsentraatioilla 0o, 0,5-,
1-, 2-, 4- ja 8-/um vedessi.

Kuvion 4 tuloksista havaitaan, ettid koelaite osoit-
taa hyvin fenytoiinin li4sn&olon Ja mddrittd4 helposti sen
erilaiset konsentraatiot.

Esimerkki VI

Yhdistetyn mallisysteemin kdyttd fluoresenssi-

immunokoelaitteessa

Esimerkin II yhdistetyn mallisysteemin soveltuvuut-
ta fluoresenssi-immunokokeeseen kokeiltiin seuraavasti.
Koelaite valmistettiin samoin kuin esimerkissi II kdyttden
kuitenkin TMB:n sijasta p—hydroksifenyylietikkahappoa. Ha-
pettamalla p—hydroksifenyylietikkahappo peroksidilla perok-
sidaasin l&4sniollessa saadaan fluorometrisesti havaittavis-
sa oleva tuote.

Laite valmistettiin seuraavasti: Buckey S-22 paperin
palanen impregnoitiin seuraavalla liuoksella:

Tris-glutamaattipuskuri (1-m, pH 6,4) 0,8 ml
Glukoosi (l1-m vesiliuos) 0,4 ml
Piparjuuriperoksidaasi (153 yks/mg, 1,25

mg/ml) - 0,4 ml
Polyvinyylialkoholi (5 g/100 ml) 0,4 ml
Naudan seerumialbumiini (20 mg/ml) 0,1 ml
Gafquat 734 (10 g/100 ml vetti katso esim. V) 0,2 ml
Apoglukoosioksidaasi (40 nmoolia FAD-
sitomiskohtia/ml) 0,16 ml
Osittain puhdistettu DNP-vasta-aine (katso

esim. I) 0,54 m1
p-hydroksifenyylietikkahappo (80-mmolaarinen
vesiliuos) 0,04 ml

Tislattu vesi 0,96 ml
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Impregnoinnin j&lkeen paperi kuivattiin kiertoilma-
uunissa 50°C:ssa 22 minuuttia.

Kuivattu paperi impregnoitiin 2-/umolaarisella
DNP-FAD-konjugaatin liuoksella n-propanolissa ja kuivat-
tiin 50%°:ssa 5 minuuttia.

Kuivatun reagenssipaperin toiselle puolelle kiinni-
tettiin metallista Mylar-teippi¥ (3M Company) . Paperi kiin-
nitettiin kaksiakselisesti orientoituneelle polystyreeni-
kalvolle Double-Stick-teipilli, joka kiinnitettiin Mylar-
kerrokseen. Saatu koelaite kisitti 0,5 x 1 cm suuruisen My-
lar-taustaisen reagenssipaperipalasen kiinnitettyni 0,5 x 8,3
cm suuruiselle polystyreeniliuskalle.

Valmistettiin samalla tavalla vertailuksi kontrolli-
laite impregnoimattomasta paperista, jonka taustana oli
Mylar ja joka oli kiinnitetty polystyreeniliuskalle.

Fluoresoivien liuskojen suorituskykyd tutkittiin
valomonistimella. Kvartsikuitu-optinen laite oli tutkitta-
van laitteen tason suhteen 45°C:een kulmassa. Tidmid kuitu-
optinen laite oli varustettu elohopealampulla ja virityssuo-
dattimella, joka pdisti l4vitse aaltopituuden 314 nm. Tie~
tyn laitteen fluoresenssi saatiin suoraan toisesta kuitu-
optisesta laitteesta, joka oli 45%°:een kulmassa ndytelait-
teen tason suhteen ja joka oli varustettu interferenssi-
livottimella (420 nm). Tulokset luettiin millivoltteina
kdyttden valomonistinta.

Fluoresoivien koelaitteiden kokeilemiseksi pipetoi-
tiin reagenssipaperille 30 /ul:n DNP-pitoisia koeliuoserid
ja papereita inkuboitiin 11 minuuttia huoneen ldmpdtilassa
kosteuskammiossa. DNP-liuosten konsentraatiot vaihtelivat
O:sta 8-/umolaariseen. Fluoresenssin vahvuus mitattiin valo-
monistimella 0-, 1-, 2-, 4- ja 8-/umolaarisista liucoksista.
Koe toistettiin kdyttden kontrollilaitetta. Kuviossa 5 nih-
ddédn koelaitteilla saadut annos-vaste-tulokset. Kontrolli-
laitteella saadut tulokset osoittivat, ettei kuviossa 5
esitettyihin tuloksiin vaikuttanut mik#4n analysoitavaan
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DNP-ndytteeseen sisédltyvi fluoresoiva sisdinen tekiji.
T&md koe osoittaa vakuuttavasti, etti homogeeni-
sen immunokoetekniikkaan perustuvaa kiintedfaasilaitetta,
jossa kdytetddn havaittavn vasteen saamisen fluoresenssia,
voidaan menestykselli kdyttds.
B. Entsyymi-substraattimerkittyj5 immunokoelaitteita
Esimerkki VII
Paperi-monikerroselementti
Tdssd esimerkissi kuvatussa kokeessa valmistettiin

integraalinen monikerroksinen analyysielementti, jonka kykyéd
kvantitatiivisesti mifrittss fluorometrilii teofylliinin
ldsndolo nestendytteessi.

Antiseerumin valmistus

Teofylliinin antiseerumi valmistettiin menetelmdlli,
joka on kuvattu US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819,
haettu 1979-10-23, joka julkaisu liitet#in t&hin viitteeni.
Konjugaatin valmistus
Galaktosyyli—umbelliferoni-teofylliini-konjugaatti
valmistettiin samoin US-patenttihakemuksessa sarja nro
87 819 kuvatulla menetelmilly.
Elementin valmistus

Teofylliini-spesifisen elementin yhden kerroksen
valmistukseen k&ytettiin livosta, joka sisidlsi seuraavat

komponentit:
Komponentti Md&drd
Vesi 27 /ul
0,1-m bicine-puskuri (pH 8,5) 20 "
Teofylliini antiseerumi 100 "
B-galaktosidaasi (78 yks/ml) *! 3 "

x) Yksik8t on mddritelty julkaisussa Clin. Chem. 23:140Q2
(1977).

Whatman 31 ET paperin (Whatman, Inc. Clifton, N.J.)
3 x 1,2 cm palanen liitettiin kaksipuolisella teipilld poly-
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styreenialustalle (8,2 x 1,2 cm), ja Whatman 31 ET pape-~
rille pipetoitiin edelli valmistettua liuosta. Paperi kui-
vattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 10 minuuttia.

Toinen liuos valmistettiin liuottamalla konjugaatti
50 /ulzaan vettd ja laimentamalla liuos lopulliseen kon-
sentraatioon 14,4-/um. Ndin valmistettua liuosta pipetoi-
tiin 1,0 x 3,0 cm palaselle Whatman 54 paperia. Impregnoitu
paperi kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 10 minuuttia.
Toinen kerros kiinnitettiin kaksipuolisella teipillid ensim-
mdisen paperikerroksen toiseen pddhén.

Koeliuos

Teofylliinistd valmistettiin Q,05-m bicine-puskuriin
(pH 8,5) liuokset jotka sisHlsivit 0,5, 1,0, 2,5 5,0 ja
4Q /ug/ml teofylliinid.

Analyysimenetelmi

Edelld kuvatulla tavalla valmistetut alusta-aineelle
kiinnitetyt analyysielementit pantiin jokainen mekaaniseen

pitimeen, joka sopii sijoitettavaksi fluorometriin pysty-
asentoon. Juuri ennen eledentin ja pitimen asettamista
fluorometriin konjugaattia sisfltiville valotettavalle ker-
rokselle pipetoitiin 250 /ul yhtd edelld valmistetuista teo-
fylliiniliuoksista.

Fluorometri oli s#didetty siten, etti se antoi viri-
tysvalon aaltopituudella 405 nm, joka osui elementtiin 60°:een
kulmassa pinnan kohtisuorasta ja ettd emittoitu valo havait-
tiin aaltopituudella 450 nm. Fluoresenssin mittaus suori-
tettiin 30%°:een kulmassa kohtisuoran suhteen.

Kullakin ndytteelld saatu fluoresenssivaste mitat-
tiin ensin aikana 0-200 sekuntia ja lukemat otettiin 200
sekunnin kuluttua.

Tulokset

Tdlld analyyttiselld menetelmilli saatiin lukemat
suhteellisen fluoresenssin muodossa. Havaittua suhteellista
fluoresenssia verrattiin kiytetyssi teofylliinin¥ytteesss
olevaan teofylliinimid#r#in. Fluoresenssivaste ajan funktio-
na on esitetty kuviossa 6. Fluoresenssi ajankohtana 200 sek
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piirrettiin teofylliinikonsentraation funktiona standardi-
kdyrdn saamiseksi. (Kuvio 7).

Johtopddtdkset

Saadut tulokset osoittivat, etti integraalisella
analyysielementilld voitiin saada kvantitatiivisesti ha-
vaittava vaste kaikkien nidytteiden teofylliinipitoisuudes-
ta. Reaktion inhibiition aiheutti teofylliinin vasta-aineen
ldsndolo. Lisdim#114 reofylliinin konsentraatiota inhibii-
tio voitettiin, ja tuloksena oli teofylliinin mi&rdstd riip-

puva fluoresoivan tuotteen lisddntynyt muodostuminen.

Esimerkki VIII

Kylmdkuivattu elementti

Tdssd esimerkissd kuvatussa kokeessa valmistettiin
teofylliinin miidrittdmiseen Yksikerroselementti k&yttdmilli
lémp&tilakontrollia reagenssien miirfaikaisen reaktion estd-
miseen.

Antiseerumin valmistus

Teofylliinin antiseerumi valmistettiin edel L& naini-
tussa US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819 kuvatulla
menetelmdlld. Antiseerumi valmistettiin saostamalla ammo-
niumsulfaattiliuoksella (33 mg/100 ml), liuottamalla sakka
0,05-m bicine-puskuriin (pH 8,5) ja dialysoimalla liuos sa-
maa puskuria vastaan (pH 8,5). Saatu teofylliinikonsentraat-
ti sisdlsi noin 200 /umoolia teofylliinisitomiskohtia/ml.

Konjugaatin valmistus

Galaktosyyli-umbelliferoni-teofylliinikonjugaatti
valmistettiin edelli mainitussa US-patenttihakemuksessa
sarja nro 87 819 kuvatulla tavalla.

Elementin valmistus
Yksikerroksisen spesifisen teofylliinielementin
valmistuksessa kdytetty ensimmiinen liuos sisilsi seuraavat

aineosat:

Aineosa Mddrs
0,5-m bicine-puskuri (pH 8,5) 10 /ul
Teofylliinin vasta-ainekonsentraatti 150 /ul

/9-galaktosidaasi (88 yks/ml) 40 /ul
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Kooltaan 0,5 x 1,0 cm oleva Whatman 31 ET paperi
(Whatman, Inc., Clifton, NJ) kiinnitettiin kaksipuolisel-
la teipililj polystyreenialustalle (8,2 x a,5 cm), ja pa-
perille pipetoitiin 20 /ul edelld valmistettua livosta.
Paperi kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 10 minuuttia
ja esijddhdytettiin sitten alhaisessa ilman kosteudessa
kuivajda§11s 5 minuuttia.

6,13-mmolaarista teofylliini-umbelliferoni-galak-
toosiliuosta dimetyylisulfoksidissa (DMSO) laimennettiin
0,077-mmolaariseksi vedelld, ja t&ti livosta vietiin edel-
18 kuvatulla tavalla kédsitellyille papereille kullekin 20
/ul. Elementtejj kylmdkuivattiin yli y&8n.

Koeliuos

Teofylliinisti valmistettiin 0,05-m bicine-puskuriin
liuokset, joiden konsentraatiot olivat 0,0, 4,0, 16,0 ja
40 /ug/ml.

Analyysin suoritus

Edelld kuvatulla tavalla valmistetut ja alustalle

kiinnitetyt analyyttiset elementit pantiin jokainen sopi-
vVaan mekaaniseen pitimeen, joka sopi asetettavaksi reflek-
tanssifotometriin vaakasuoraan asentoon. Juuri ennen ele-
mentin ja pitimen asettamisesta reflektanssifotometriin
kunkin elementin mittauspinnalle pipetoitiin 50 /ul yhtd
edelld valmistetuista teofylliiniliuoksista. Fotometri oli
sdddetty mittaamaan reflektanssimuutoksia aaltopituudella
400 nm.

Kunkin ndytteen reflektanssi mitattiin ensin aikana
0-200 sek ja sitten otettiin lukemat 200 sekunnin kohdalla.

Tuloksgt

Edelld kuvatulla menetelmilld saadut koetulokset on
esitetty graafisesti kuviossa 8. Ordinaatan yksikdt (K/s)
on middritelty esimerkissi II.

Johtopddtds

Tulokset osoittavat, etty integraalisella analyysi-
elementill¥ saadaan kustakin kokeillusta ndytteesti teo-
fylliinikonsentraation kvantitatiivinen kromogeeninen vaste.
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Ndissd olosuhteissa antiseerumin lidsniolo estii
reaktion, ja t&mi estyminen kumoutuu vdhitellen teofyllii-
nin kasvavan konsentraation vaikutuksesta.

Esimerkki IX

Useampikertaisella impregnoinnilla valmistettu

elementti

Tdssd esimerkissd kuvatussa kokeessa valmistettiin
vksi ainoa kerros, jonka kykys kvantitatiivisesti mddrit-
tdd teofylliini nestendytteestd ja lukea tulos fluoremet-
rilla kokeiltiin.

Antiseerumin valmistus

Teofylliinin antiseerumi valmistettiin edellj maini-

tussa US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819 kuvatulla
menetelmdlly.
Konjugaatin valmistus

Galaktosyyli-umbelliferoni-teofylliini-konjugaatti
valmistettiin edelly mainitussa US-patenttihakemuksessa
sarja nro 87 819 kuvatulla menetelmilly.

Elementin valmistusg

Teofylliinispesifisen elementin valmistuksessa kdy-~
tetyt liuokset sisdlsivit Seuraavat aineosat:

Vesiliucs
Aingosa Midrs
Teofylliiniantiseerumi 400 /ul
0,5~m bicine-puskuri, pPH 8,5 160 "
Vesi 35 "
ﬂ-galaktosidaasi (132,7 yks/ml) 5
Orgaaninen liuos
Aineosa ~_ Mddrs
Metyleenikloridi 1,00 ml
Konjugaatti (771—/umolaarinen DMSO:ssa) 4,2 /ul

1l x 1 cm Whatman 31 ET paperi laiminoitiin hopea-
Mylarille (3M Co.) ja kiinnitettiin kaksipuolisella teipil-
la 8,3 x 1 em:n polystyreenitukiaineelle, tdmdn j&lkeen
edelld valmistettu vesiliuos pipetoitiin Whatman 31 ET pa-
perille. My&s muita alla olevia heijastavia kerroksia, esi-
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merkiksi hopeoituja tai ldpindkymétt8mid kerroksia voi-
daan k&dyttdd. Paperi kuivattiin kiertoilmauunissa 50°c:
ssa 15 minuuttia. Sitten vesiliuoksen kuivatun j&innsksen
sisdltédville paperille pipetoitiin orgaaninen liuos ja
kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 15 minuuttia.
Koeliuos
Teofylliinid lis&dttiin veteen konsentraatioiksi 0,125,
0,25, 0,50, 1,00, 10,0, 20,0 ja 40,0 /ug/ml.
Analyysimenetelmi
Edelld kuvatulla tavalla valmistetut tukiaineelle
kiinnitetyt analyysielementit pantiin mekaaniseen pitimeen,

joka sopi asetettavaksi fluorometriin vaakasuoraan asentoon.
Juuri ennen elementin ja pitimen sijoittamista fluorometriin
elementin valotettavalle pinnalle pipetoitiin 70 /ul yhtd
edelld kuvatuista teofylliiniliuoksista.

Fluorometri oli si#detty antamaan viritysvalon aal-
topituudella 404 nm, joka osui elementtiin 90°:een kulmas-
sa, ja mittaamaan emittoitua valoa aaltopituudella 450 nm.
Fluoresenssimittaus suoritettiin 90°:een kulmassa.

Kunkin ndytteen fluoresenssivaste mitattiin ensin
aikana 0-6 minuuttia ja sitten 6 minuutin kohdalla.

Tulokset

Edelld kuvatulla menetelmfll¥ saadut tulokset on
esitetty graafisesti kuviossa 9. Ordinaatan yksikdt on il-
moitettu millivoltteina.

Johtopddtss

Saaduista tuloksista n§hdiin, etti analyysielementil-
ld voidaan kvantitatiivisesti mddrittii teofylliini kaikil-
la kokeilluilla konsentraatioilla.

Ndissd olosuhteissa antiseerumi inhiboi reaktiota
ja tdmd inhibiitio voidaan asteittain voittaa lisdimilla
teofylliinin konsentraatiota.

Esimerkki X

Palautuvaan kompleksinmuodostukseen perustuva

elementti
Tdssd esimerkissi kuvatuissa kokeissa valmistettiin
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yksikerroselementtejé, joita kokeiltiin teofylliinin,
karbamatsepiinin, tobramysiinin ja gentamisiinin kvantita-
tiivisiin mddrityksiin fluorometrilly. Seuraavassa taulu-
kossa on ilmoitettu niiden lddkkeiden terapeuttiset seeru-
mikonsentraatiot ja minimimyrkyllisyystasot:

Lddkeaine Terapeuttinen Myrkyllinen
alue taso
Teofylliini 10-20 /g/ml 35 /g/ml
Karbamatsepiini 4-12 " 15 "
Tobramysiini 5-10 " 12 "
Gentamisiini 5-10 " 12 "

Antiseerumien valmistus

Teofylliinin, karbamatsepiinin, tobramysiinin ja
gentamisiinin antiseerumit valmistettiin menetelmillsd, jot-
ka on kuvattu edelli mainitussa US-patenttihakemuksessa
sarja nro 87 819.

Konjugaatin valmistus

Galaktosyyli-umbelliferoni—teofylliini, galakto-
syyli-umbelliferonikarbamatsepiini, galaktosyyli-umbelli-~
feroni-tobramysiini ja galaktosyyli-umbelliferoni-sisomi—
siini (gentamisiinin analogi) valmistettiin edelld maini-
tussa US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819 kuvatulla

menetelmdlli.
Elementin valmistus
Spesifisten teofylliinin, karbamatsepiinin, tobra-

mysiinin ja gentamisiinin Yksikerroselementtien valmistuk-
seen kdytettiin taulukossa C esitettyjen komponenttien 1liu-
oksia.
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Whatman 31 ET paperin 1 x 1 cm suuruiset palaset
laminoitiin hopea-Mylarin kanssa ja kiinnitettiin kaksi-
puolisella teipilld polystyreenitukiaineelle (8,3 x 1 cm).
Paperikerroksille pipetoitiin sitten edelli mainittuja
liuoksia. Paperit kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa
15 minuuttia.

Koeliuokset

Teofylliini#, karbamatsepiinii, tobramysiinid ja gen-

tamisiinia lis&dttiin veteen liuoksien saamiseksi, joilla oli

alla esitety t konsentraatioalueet:

Lidkeaine Konsentraatioalue
Theofylliini Q,4,0 /ug/ml
Karbamatsepiini 0-0,4 "
Tobramysiini 0-0,6 "
Gentamisiini 0-2,0 "
Analyysimenetelmd

Valmistetut tukiaineille kiinnitetyt analyysiele-
mentit pantiin kammioon, jossa voitiin pitdd vakiokosteus.
Ennen kammion sulkemista kullekin analyysielementin valo-
tettavalle pinnalle pipetoitiin 70 /ul yhtd edelli val-
mistettua l&ddkeaineliuosta.

Huoneen ldmp&tilassa 15 minuutin kuluttua kehitty-
nyt fluoresenssi mitattiin fluorometrilla, joka oli va-
rustettu mekaanisella pitimelli, joka soveltui analyysi-
elementin pit&miseen vaakasuorassa asennossa. Fluorometri
oli sdddetty antamaan viritysvaloa 90°:seen kulmassa pin-
nan suhteen aaltopituudella 405 nm ja havaitsemaan emit-
toitua valoa aaltopituudella 450°. Fluoresenssi-mittaus
suoritettiin 90%:een kulmassa.

Tulokset

Edelld kuvatussa menetelmissi saadut tulokset on
esitetty graafisesti kuvioissa 10, 11, 12 ja 13 teofyllii-
nille, karbamatsepiinille, tobramysiinille ja gentamisii-
nille. Ordinaatan yksik&t on ilmaistu millivoltteina.
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Johtopditds

Saadut tulokset osoittavat, ettd integraalisella
analyysielementill¥ voidaan kvantitatiivisesti midrittii
kunkin li%keaineen konsentraatiot. Teofylliinin, karba-
matsepiinin, tobramysiinin ja gentamisiinin konsentraatioi-
den korottamisesta on tuloksena vastaavasti analyysielemen-
tin fluoresenssin lisddntyminen. Edelli kuvatuissa kokeis-
sa kdytettyjen menetelmien ansiosta oli mahdollista sisil-
lyttdd kaikki komponentit yhteen ainocaan elementtiin.

Esimerkki XI

Kalvomonikerroselementti

Tdssd esimerkissid kuvatussa kokeessa valmistettiin
integraalinen kaksoiskerrosanalyysielementti kdyttden kah-
ta kalvoa jotka sisdlsivit substraattimerkityn fluoresens-
si-immunckokeen komponentit. Elementti¥ kokeiltiin teofyl-
liinin kvantitatiivisessa mddrityksessid "front face" fluo-
rometrilla.

Antiseerumin ja konjugaatin valmistus

Antiseerumin ja konjugaatin valmistus suoritettiin
esimerkissi VII kuvatulla tavalla.
Elementin valmistus

Kdytettiin seuraavia perusliucksia:
2-%:nen agaroosi (Miles no. 49-051) 0,05-m bicine-pusku-
rissa (pH 8,5). Liuotus tapahtui kuumentamalla 100°C:seen,
sitten liuos jHdihdytettiin termostaatissa 60°C:seen.
10-%:nen Triton X100.
ﬁ—galaktosidaasi (86 yks/ml 0,5-m bicine-puskurissa,
pH 8,5.
6,67-%:nen polyvinyylipyrrolidoni (Aldrich nro 85 647-9,
keskimd&dridinen molekyylipaino 360 QQ0) kloroformissa.
Galaktosyyli-umbelliferoni-teofylliini (konjugaatti),
6,1l6~mmolaarinen dimetyylisulfoksidissa.
Teofylliiniantiseerumi ja /S-galaktosidaasi lisdt-
tiin agaroosiliuokseen 60°C:ssa, jolloin saatiin seuraava
koostumus:
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Komponentti Mddrd
Agaroosiliuos 0,25 ml
Teofylliiniantiseerumi 0,75 "
ﬁ}galaktosidaasi 0,03 "
Triton X100 o,o1 "

Antiseerumi kuumennettiin ennen lisddmistd 60°c:
seen. Tavanomaisella spaattelilla levitettiin polyesteri-
levylle (3M Co., tyyppi 2352) 2,5 cm level kalvo, joka kui-
vuessaan muodosti 0,5 cm paksuisen kalvon. Geeliytynyt kal-
vo kuivattiin 10 minuuttia 47°C:ssa.

Ensimmdisen kalvon piille levitettiin spaattelilla
toinen kuivana 0,005 cm:n kalvo. Se sisdlsi konjugaattia
polyvinyylipyrrolidonin (PVP) kloroformi-liuoksessa. Silly
oli seuraava koostumus:

Komponentti Md&drs
PVP:n kloroformiliuos 0,4 ml
Kloroformi 0,6 "
Konjugaattiliuos 0,015 ml

Kalvo kuivattiin huoneen ldmpdtilassa. Polyesteri-

levy kiinnitettiin hopeoidulle Mylarille kaksipuolisella

teipilld. Tdmin materiaalin kappaleita (5,5 x 1 cm) kiinni-

tettiin j4lleen kaksipuolisella teipilld polystyreenikan-

tajalle.
Koeliuos

Teofylliinistd valmistettiin 0,05-m bicine-pusku-
riin (pH 8,5) liuokset, joiden konsentraatiot olivat 1, 2,

4, 8 ja 10 /ug/ml.

Agglyysimenetelmﬁ

30 /ul yhtd koeliuoksista pantiin edelli kuvatulle

analyysielementille ja fluoresenssi mitattiin 5 minuutin

kuluttua. Mittaus suoritettiin esimerkissi X kuvatulla ta-

valla.
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Tulokset

Saadut tulokset on esitetty graafisesti kuviossa
14. Fluoresenssi on esitetty mielivaltaisina yksikk&ind
teofylliinikonsentraation funktiona.

Johtopddtds

Tulokset osoittavat, ettd immunokokeen yhteensopi-

mattomat reagenssit voidaan etuk&teen koota analyysiele-
menttiin monikerroskalvoksi, jossa ei tapahdu kokeen aine-
osien ennenaikaista reaktioita, ja jolla voidaan kvantita-
tiivisesti mddrittdd ndytteen lisiimisen jilkeen analysoi-
tava aine.

C. Fluoresenssin sammuttamiseen perustuvat immuno-

koelaitteet
Esimerkki XII

Tdssd kokeessa valmistettiin yksikerroselementti,
jolla kokeiltiin kvantitatiivista teofylliinin mddrittd-
mistd "front face" fluorometrillid suoritetulla suoraan fluo-
resenssin sammuttamiseen perusfuvalla fluoroimuunokokeella.

Antiseerumin valmistus

Teofylliinin antiseerumi valmistettiin edelli maini-
tussa US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819 kuvatulla me-
netelmdlld.

Konjugaatin valmistus

Umbelliferoni-teofylliini (konjugaatti) valmistet-
tiin hydrolysoimalla galaktosyyli-umbelliferoni-teofylliini
(GUT) /g-galaktosidaasilla. GUT valmistettiin edelld mai-
nitussa US-patenttihakemuksessa sarja nro 87 819 kuvatulla

menetelmdlls.
Elementin valmistus
Teofylliinin spesifisen elementin valmistuksessa k&dy-

tettiin seuraavia liuoksia:

Vesiliugs
Komponentti Miiri
Teofylliiniantiseerumi 50 /ul o
Vesi 30 "

0,5-m bicine, pH 8,5 20 "
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Orgaaninen liuos

Komponentti Mddrd
Tolueeni 1,00 ml
Konjugaatti (0,l6-mmolaarinen

tolueeniliuos) 4 /ul

1 x 1 cm Whatman 31 ET paperi laminoitiin hopeoi-
dun Mylarin kanssa ja kiinnitettiin kaksipuolisella tei-~
pilld 8,3 x 1 cm suuruiselle polystyreenipohjalle. Pape-
rille pipetoitiin 20 /ul edelld valmistettua vesiliuosta.
MyS8s muunlaiset heijastavat hopeoidut tai lipikuultamat-
tomat kerrokset sopivat alla oleviksi kerroksiksi. Paperi
kuivattiin kiertoilmauunissa 40°C:ssa 20 minuuttia. Vesi-
liuoksen kuivatun jHi#nndksen sisdltédvédlle paperille pipe-
toitiin sitten 20Q /ul orgaanista liuosta ja paperi kuivat-
tiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa 15 minuuttia.

Koeliuos

Teofylliinistd valmistettiin veteen liuokset, joiden
konsentraatiot olivat e,125, 0,25, 0,50, 1,00, 10,0, 20,0
ja 40,0 /ug/ml.

Analyysimenetelmd

Edelld valmistettu ja tukiaineelle kiinnitetty ana-
lyysielementti asetettiin mekaaniseen pitimeen, joka sopi

vaaka-asentoon fluorometriin. Juuri ennen elementin ja pi-
timen asettamista fluorometriin elementille pipetoitiin
70 /ul yhtd edelld valmistetuista teofylliiniliuoksista.
Fluorometri oli s##detty antamaan viritysvaloa 90°C:
seen kulmassa elementin pinnan suhteen aaltopituudella
405 nm ja mittaamaan emittoitua valoa aaltopituudella 450 nm.
Fluoresenssimittaus suoritettiin 90°:een kulmassa.
Fluoresenssi mitattiin 2 minuutin kuluttua.
Tulokset
Edelld kuvatussa kokeessa saadut tulokset on esitetty
kuviossa 15. Ordinaatan yksikdt on ilmoitettu sammumis-%:na.

Johtopd&dtds

Analyysielementill¥ saadut tulokset osoittavat, ettd
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analyysielementilli voidaan kvantitatiivisesti mddrittdd
kaikista kokeilluista n&ytteisti teofylliinipitoisuus.

Ndissd olosuhteissa fluoresenssi sammuu antiseerumin
lisndollessa ja sammuminen voidaan progressiivisesti estdi
lisddmdll3d teofylliinikonsentraatiota.

D. Entsyymimerkittyjd immunokoelaitteita

Esimerkki XIII

Tdssd esimerkissd kuvatussa kokeessa suoritettiin

teofylliinin entsyymimerkitty homogeeninen immunokoe kaik-
ki tarvittavat aineosat sisilt&vi#1l4 monikerroselementilli.
Antiseerumi
Teofylliinin antiseerumi saatiin Syva Company'n (Palo
Alto, Kalifornia) toimittamasta EMIT R-aad teofylliinikoe-
pakkauksesta.

Konjugaatin valmistus

G6PDH-teofylliini (konjugaatti) saatiin samoin EMIT-
aad teofylliinikoepakkauksesta.

Elementin valmistus

Yksikerros-teofylliini-spesifisen elementin yhden
kerroksen valmistuksessa k#ytetty liuos oli reagenssi A:ksi
(sisdltdd teofylliinin antiseerumia ja entsyymisubstraattia)
nimitetty EMIT-aad teofylliinikoepakkauksen liuos (Syva
Company) .

0,5 x 1,0 cm Whatman 54 paperi (Whatman, Inc., Clif-
ton, NJ) kiinnitettiin kaksipuolisella teipilli polystyree-
nialustalle (8,2 x 0,5 cm), ja paperille pipetoitiin 10 /ul
edelld olevaa liuosta. Paperi kuivattiin kiertoilmauunissa
10 minuuttia.

Valmistettiin toinen liuos sekoittamalla yhtd suuret
tilavuusosat diaforaasi/p-jodinitrotetratsoliumvioletti (INT)-
livosta (1,5 mg diaforaasia ja 1 mg INT 2,5 ml:ssa 0,055-m
tris (hydroksimetyyli) aminometaanipuskuria, pH 7,9) ja EMIT-
aad koepakkaukseen kuuluvan reagenssin B liuosta (joka si-
sdltdd entsyymimerkittyd teofylliinikonjugaattia). Toista
livosta pipetoitiin 20 /ul 0,6 x 1,0 cm Whatman 54 paperille.
Impregnoitu paperi kuivattiin kiertoilmauunissa 50°C:ssa

10 minuuttia.
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Toinen kerros kiinnitettiin toisesta pddstdin en-
simmdiseen kaksipuolisen teipin liuskalla.

Koeliuos

Teofylliinid lis#ttiin veteen lopullisiksi liuos-
konsentraatioiksi 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 ja 40 /ug/ml.

Analyysimenetelmid

Edelld valmistetut polystyreenitukiaineelle kiinni-
tetyt analyysielementit pantiin kukin vaaka-asentoon ref-

lektanssifotometrin mekaaniseen pitimeen. Juuri ennen ele-
mentin ja pitimen sijoittamista fotometriin pipetoitiin
kunkin elementin valotettavalle pinnalle 50 /ul edelld val-
mistettuja teofylliiniliucksia. Fotometri oli sdddetty seu-
raamaan reflektanssin muutosta aaltopituudella 500 nm.

Kunkin elementin reflektanssi mitattiin ensin aikana
0-200 sekuntia, ja lukemat otettiin 200 sekunnin kuluttua
(K/S = (l—R)Z/ZR, jossa R on reflektanssi).

Tulokset

Tdlld menetelmdllid saadut tulokset on esitetty graa-
fisesti kuviossa 16.

Johtopddtos

Tulokset osoittavat, ettd integraalisella analyysi-
elementilld saadaan puolikvantitatiivisesti mddritettyd

kokeiltujen teofylliiniliuosten konsentraatiot.
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Patenttivaatimukset

1. Koelaite ligandin mé&rittdmiseksi nestendyttees-
td homogeenisella immunokokeella, joka koelaite kisittii
(1) kiintedn kantajaj4senen, joka on absorbentti neste-
ndytteelle, ja (2) t#hin kantajajliseneen sisdllytetyn rea-
genssikoostumuksen, joka sisHlt&4 (i) ligandin vasta-ainet-
ta tai muuta luonnossa esiintyv#4 ligandin sitomisproteii-
nia ja (ii) ligandin konjugaattia tai t&mén analogia, jota
vasta-aine tai muu sitomisproteiini pystyy my8s sitomaan,
kovalenttisesti liittyneeni merkintdaineeseen, joka on to-
dettavissa s&hk¥magneettisen signaalin avulla, joka sig-
naali on erilainen silloin, kun merkitty konjugaatti on si
toutunut vasta-aineeseen tai muuhun sitomisproteiiniin,
kuin silloin, kun se ei ole siten sitoutunut, jolloin sig-
naali on ndytteessd olevan ligandim#ir&n funktio, t u n -
nettusiitd, ettd kiintedsn kantajajliseneen on sisil-
lytetty mainittu vasta-aine tai muu sitomisproteiini ja
mainittu merkitty konjugaatti oleellisesti toisiinsa si-
toutumattomina ja ettd laite on tehty sisdllyttdmdlld kan-
tajaan ensimmdisessi nesteessi toinen reagensseista, jot-
ka ovat mainittu konjugaatti ja mainittu vasta-aine tai
sitomisproteiini, ja kuivaamalla kantaja, ja sen jdlkeen
joko (A) sis#dllyttdmilli¥ kantajaan toinen mainituista rea-
gensseista vettd sisdltimittBmissid nesteessi ja kuivaamal-
la kantaja tai (B) esijddhdytt&m&lli kantaja, sisdllytt&-
mdllé kantajaan toinen reagensseista, jotka ovat mainittu
konjugaatti ja vasta-aine tai sitomisproteiini, toisessa
nesteessd, saattamalla kantaja limp&tilaan, jossa toinen

neste jddtyy, ja lyofilisoimalla kantaja.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laite, tun -
nettu siitd, ettd mainitut reagenssit sisdltyvit mai-
nittuun kantajajiseneen olennaisen tasaisesti jakautuneina.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen laite,
tunnettu siitid, etti mainittu kantajajédsen on kangas-
matriisi, joka koostuu luonnonkuiduista tai synteettisisti
polymeerikuiduista.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen laite,
tunnettu siit4, etti mainittu kantajajdsen on poly-
meerikalvo tai -geeli.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen laite,
tunnettu siit4, etti mainittu merkintdaine on osal-
listuja entsymaattisessa reaktiossa, joka aikaansaa mainitun
sdhkdmagneettisen signaalin.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen laite, tunnet -
t u siitd, etty mainittu merkintdaine on entsyymin substraat-
ti, joka entsyymi on osana mainittuun kantajajliseneen sisil-
tyvdd reagenssikoostumusta ja pystyy vaikuttamaan mainittuun
substraattiin siten, etti syntyy sdhkdmagneettisen signaa-
lin avulla havaittava tuote.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen laite, tunnet -
t u siitd, etti mainittu merkintdaine on prosteettinen ryh-
md, joka yhtyy apoentsyymiin muodostaen aktiivisen entsyy-
min, joka apoentsyymi on osana mainittuun kantajajiseneen
sisdltyvdi reagenssikoostumusta.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen laite, tunnet -
t u siitd, etti mainittu merkintiaine on flaviiniadeniini~
dinukleotidi ja mainittu apoentsyymi on apoglukoosioksidaasi.

9. Patenttivaatimuksen 5 mukainen laite, tunne t-
t u siitd, ettd mainittu merkintHaine on entsyymi tai ent-
syymin inhibiittori.

10. Jonkin patenttivaatimuksista 1-9 mukainen laite,
tunnettu siiti, etty se sisdltdd lisdksi siteilyi
heijastavan kerroksen ja tukikerroksen, jolloin reagenssit
on sisdllytetty séteilyi lipHisevidn reagenssikerrokseen ja
sdteilyd heijastava kerros on séteilyd lip&isemitdn heijas-
tava kerros, joka on (a) sijoitettu reagenssikerroksen ja
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tukikerroksen vdliin; (b) ligandia, reagenssikerroksen rea-
gensseja ja niiden vdlisten reaktioiden tuotteita l&pdise-
mdtdn; ja (c¢) ligandin, reagenssikerroksen reagenssien ja
niiden vdlisten reaktioiden tuotteiden suhteen inertti.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen laite, t u n -
nettusiiti, slteilyd heijastava kerros sisdltdd s&tei-
lyd lédpdisemdtt®mdn peilipinnan.

12. Jonkin patenttivaatimuksista 1-11 mukainen laite,
tunnettusiitd, ettd mainittu sdhk8magneettinen
signaali on fluoresenssi.

13. Menetelmd ligandin md&rittdmiseksi tutkittavas-
ta nestendytteestd, joka menetelmd késittd8l8 seuraavat vai-
heet:

a) mainittu ndyte saatetaan kosketukseen koelaitteen
kanssa, joka koelaite kdsittdd (1) kiintedn kantajajdsenen,
joka on absorbentti nestendytteelle, ja (2) t&hdn kantaja-
jédseneen sisdllytetyn reagenssikoostumuksen, joka sisdl-
tdd (i) ligandin vasta-ainetta tai muuta luonnossa esiin-
tyvdd ligandin, sitomisproteiinia ja (ii) ligandin konju-
gaattia tai tdmdn analogia, jota vasta-aine tai muu sito-
misproteiini pystyy my8s sitomaan, kovalenttisesti liitty-
neend merkintdaineeseen, joka on todettavissa sdhkBmagneet-
tisen signaalin avulla, joka signaali on erilainen silloin,
kun merkitty konjugaatti on sitoutunut vasta-aineeseen tai
muuhun sitomisproteiiniin, kuin silloin, kun se ei ole si-
ten sitoutunut, jolloin signaali on ndytteessd olevan li-
gandimddrdn funktio, ja

b) mitataan syntyvd sdhk®magneettinen signaali kanta-
jajédseneltd erottamatta vasta-aineen tai sitomisproteiinin
sitomaa merkittyd konjugaattia fysikaalisesti konjugaatis-
ta, joka jd4d sitoutumatta, t un ne t t u siitd, ettd kiin-
tedn kantajajdseneen on sis&dllytetty mainittu vasta-aine
tai muu sitomisproteiini ja mainittu merkitty konjugaatti
oleellisesti toisiinsa sitoutumattomina ja ettd laite on
tehty sisdllyttdmdlld kantajaan ensimmdisessd nesteessd

toinen reagensseista, jotka ovat mainittu konjugaatti ja
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mainittu vasta-aine tai sitomisproteiini, ja kuivaamalla
kantaja, ja sen jdlkeen joko (A) sis&llytt&milli kantajaan
toinen mainituista reagensseista vetti sisdltdmdttBmisss
nesteessd ja kuivaamalla kantaja tai (B) esijddhdyttimil-
1ld kantaja, sisdllyttdm&lly kantajaan toinen reagensseis-
ta, jotka ovat mainittu konjugaatti ja vasta-aine tai si-
tomisproteiini, toisessa nesteessi, saattamalla kantaja
ldmp&tilaan, jossa toinen neste jddtyy, ja lyofilisoimal-

la kantaja.
14. Jonkin patenttivaatimuksista 1-12 mukainen koe-

laite kdytett¥viksi tutkittavan nestendytteen analysoinnissa.

15. Menetelmi nestenliytteessi olevan ligandin mi&rit-
tdmiseen kdytettlvin koelaitteen valmistamiseksi reagenssien
useampikertaisella sisidllyttdmiselll kiinte#in kantajajise-
neen, joka koelaite kdsitt&i (1) kiintein kantajajidsenen,
joka on absorbentti nestendytteelle, ja (2) tidh&n kantaja-
jdseneen sisdllytetyn reagenssikoostumuksen, joka sis4ltii
(1) ligandin vasta-ainetta tai muuta luonnossa esiintyvii
ligandin sitomisproteiinia ja (ii) ligandin konjugaattia
tai tdmédn analogia, jota vasta-aine tai muu sitomisproteiini
pystyy my8s sitomaan, kovalenttisesti liittyneend merkint&-
aineeseen, joka on todettavissa sdhkdmagneettisen signaalin
avulla, joka signaali on erilainen silloin, kun merkitty
konjugaatti on sitoitunut vasta-aineeseen tai muuhun sito-
misproteiiniin, kuin silloin, kun se ei ole sitoutunut, jol-
loin signaali on ndytteessid olevan ligandimiirin funktio,
tunnettu siiti, ettd se kisittii seuraavat vaiheet:

a) kantajaan sisillytet44n ensimmiisessi nesteessa
toinen reagensseista, jotka ovat mainittu merkitty konju-
gaatti ja mainittu sitomispartneri, ja sen jilkeen

b) kantajaan sis#llytetiin vedettdmissi nesteessd toi-
nen mainituista reagensseista, jotka ovat merkitty konju-
gaatti ja sitomispartneri, ja kantaja kuivataan, jolloin mer-
kittyd konjugaattia ja sitomispartneria ei viedi yhdessd sa-
maan ympdrist88n, joten niiden vilinen sitoutumisreaktio
olennaisesti estyy ja kantajaan on siten sisdllytetty mai-
nittu vasta-aine tai muu sitomisproteiini ja mainittu mer-
kitty konjugaatti olennaisesti toisiinsa, sitoutumattomina.
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16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd vaiheessa a) kantajaan sisdllytetdln
mainitun sitomispartnerin vesiliuos tai -suspensio ja kan~
taja kuivataan ja vaiheessa b) kantajaan sisfllytetlln mai-
nitun merkityn konjugaatin liuos orgaanisessa liuottimessa
ja kantaja kuilvataan.

17. Lyofilisointimenetelmd nestendytteessi olevan 1li-
gandin mdlrittimiseen kdytettdvidn koelaitteen valmistamisek-
si, joka koelaite kdsittdd (1) kiintedn kantajajisenen, joka
on absorbentti nestendytteelle, ja (2) tdhdn kantajajliseneen
sisdllytetyn reagenssikoostumuksen, joka sisdltidi (i) ligan-
din vasta-ainetta tai muuta luonnossa esiintyvdi ligandin
sitomisproteiinia ja (ii) ligandin konjugaattia tai t&dmdn
analogia, jota vasta-aine tai muu sitomisproteiini pystyy
my8s sitomaan kovalenttisesti liittyneend merkintidaineeseen,
joka on todettavissa sihk®magneettisen signaalin avulla,
joka signaali on erilainen silloin, kun merkitty konjugaatti
on sitoutunut vasta-aineeseen tai muuhun sitomisproteiiniin,
kuin silloin, kun se el ole sitoutunut, jolloin signaali
on ndytteessd olevan ligandimiddrdn funktio, tunne t t u
siitd, ettd menetelmd kdsittdd seuraavat vaiheet:

a) kantajaan sisdllytetddn ensimmiisessd nesteessi jo-
ko mainittu merkitty konjugaatti tai mainittu sitomispartne-
ri;

b) kantaja kuivataan;

c) kantaja esijddhdytetddn ja siihen sisdllytet&dn
toinén mainituista reagensseista eli merkitty konjugaatti
tai sitomispartneri toisessa nesteessd;

d) kantaja saatetaan ldmpdtilaan, jossa toinen neste
jdatyy;

e) kantaja lyofilisoidaan, jolloin merkitty& konju-
gaattia ja sitomispartneria ei viedd yhdessd samaan ympdris-
t88n merkittdvdksi ajanjaksoksi, joten niiden vHdlinen si-
toutumisreaktioc on olennaisesti estynyt ja kantajaj&dseneen
sisdllytetddn siten mainittu vasta-aine tai muu sitomispro-
teiini ja mainittu merkitty konjugaatti olennaisesti toisiin-

sa sitoutumattomina.
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18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t u n-

nettusiitd, ettd sekd ensimmiinen ettd toinen neste
ovat vesipitoiset.
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Patentkrav

1. Testanordning f8r bestimning av en ligand i ett
vdtskeprov medelst homogen immunoanalys, vilken testan-
ordning omfattar (1) en fast b&rarkomponent, som utgdr ab-
sorbent f8r vdtskeprovet, och (2) en reagenskomposition
som inkorporerats i bdrarkomponenten och inneh&llande
(i) en antikropp eller annat naturligt f8rekommande bind-
ningsprotein f8r liganden och (ii) ett ligandkonjugat
eller en analog dérav, som antikroppen eller bindninspro-
teinet ocksd f8rmdr binda, kovalent bunden vid ett mirk-
dmne, som kan detekteras medelst en elektromagnetisk sig-
nal, vilken &r annorlunda d& det mirkta konjugatet &r
bundet vid antikroppen eller annat bindningsprotein &r d&
det inte dr sdlunda bundet, varvid signalen 4r en funktion
av ligandmdngden i provet, k & nnetecknaid dédrav,
att ndmnda antikropp eller annat bindninsprotein och n&mn-
da mdrkta konjugat inkorporerats i den fasta bdrarkompo-
nenten vésentligen obundna vid varandra och att anordning-
en har gjorts genom att i en f8rsta vétska inkorporera ett
av reagensen, vilka reagens dr ndmnda konjugat och nimnda
antikropp eller bindningsprotein i biraren och torka den-
na och ddrefter antingen (A) genom att inkorporera i bérar-
en det andra av de ndmnda reagensen i en vidtska som inte
innehdller vatten och torka b&draren, eller (B) genom att
f8rst djupfrysa béraren, inkorporera det andra av reagens-
en, vilka reagens dr ndmnda konjugat och antikropp eller
bindninsprotein, i en andra vétska, i biraren, utsitta
denna f8r en temperatur, vid vilken den andra v&tskan
fryser, och lyofilisera bé&raren.

2. Anordning enligt patentkravet 1, k & n n e -

t e c k nad ddrav, att ndmnda reagens dr visentligen
homogent inkorporerade i nd@mnda bdrarkomponent.

3. Anordning enligt patentkravet 1 eller 2, k & n-
netecknad ddrav, att ndmnda bdrarkomponent utgdrs
av en tygmatris bestdende av naturfibrer eller syntetiska

polymerfibrer.
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4. Anordning enligt patentkravet 1 eller 2, k & n-
nNetecknad dirav, att ndmnda bdrarkomponent utgdrs
av en polymerfilm eller -gel.

5. Anordning enligt ndgot av patentkraven 1-4,
kdnnetecknad ddrav, att nidmnda mdrkdmne &r del-
tagare i en enzymatisk reaktion som producerar nidmnda
elektromagnetiska signal.

6. Anordning enligt patentkravet 5, kdnne -
tecknagdg ddrav, att nidmnda mdrk&mne Hr substrat for
ett enzym, som ingar i reagenskompositionen som inkorpo-~
rerats i némnda bdrarkomponent och f&rmar inverka pd n&mn-
da substrat s&, att en produkt bildas, som kan detekteras
medelst en elektromagnetisk signal.

7. Anordning enligt patentkravet S5, k@nne -

t ec knad didrav, att nimnda midrkdmne dr en prostetisk
grupp som f&renas med ett apoenzym och d&drvid bildar ett

aktivt enzym, vilket apoenzym ingdr i reagenskomposition-
en som inkorporerats i bdrarkomponenten.

8. Anordning enligt patentkravet 7, k & n n e -
tecknad ddrav, att nimnda mdrkdmne &r flavinadenin-
dinukleotid och n#mnda apoenzym dr apoglukosoxidas.

9. Anordning enligt patentkravet S, k@nne -
tecknad ddrav, att nimnda mdrkdmne ir ett enzym
eller en enzyminhibitor.

10. Anordning enligt ndgot av patentkraven 1-9,
kdnneteckn a d ddrav, att den ytterligare omfat-
tar ett stralningreflekterande skikt och ett st8dskikt,

varvid reagensen inkorporerats i ett strdlningspermeabelt
reagensskikt och det strdlningsreflekterande skiktet ar
ett strdlningsinpermeabelt skikt som &r (a) anordnat
mellan reagensskiktet och st8dskiktet; (b) inpermeabelt
f6r liganden, reagensen i reagensskiktet och produkterna
av reaktioner mellan dessa, och (c) inert i férhdllande
till liganden, reagensen i reagensskiktet och produkterna

av reaktioner mellan dessa.
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11. Anordning enligt patentkravet 10, k & n n e -

t e c knad ddrav, att det strdlningsreflekterande skikt-
et omfattar en strdlningsinpermeabel spegelyta.

12. Anordning enligt nd&got av patentkraven 1-11,
kdnnetecknaddédrav, att ndmnda elektromagnetiska
signal dr fluorescens.

13. Fbrfarande f8r bestdmning av en ligand i ett
vdtskeprov som skall analyseras, vilket f&rfarande omfatt-
ar f8ljande skeden:

a) namnda prov bringas i kontakt med en analysan-
ordning som omfattar (1) en fast bdrarkomponent, som ut-
g8r absorbent f8r vdtskeprovet, och (2) en reagenskompo-
sition som inkorporerats i bdrarkomponenten och innehdllan-
de (i) en antikropp eller annat naturligt f8rekommande
bindningsprotein f8r liganden och (ii) ett ligandkonjugat
eller en analog dérav, som antikroppen eller annat bind-
ningsprotein ocksd f6rmdn binda, kovalent bunden vid ett
mdrkdmne, som kan detekteras medelst en elektromagnetisk
signal, vilken &dr annorlunda da det mirkta konjugatet &r
bundet vid antikroppen eller annat bindningsprotein &n da
det inte &r sdlunda bundet, varvid signalen &r en funktion
av ligandm&ngden i provet, och

b) den producerade elektromagnetiska signalen méts
pa bdrarkomponenten utan fysikalisk separering av det
markta konjugatet som bundits vid antikroppen eller bind-
ningsproteinet fran konjugatet, som inte binds, k & n n e-
t ecknad dédrav, att ndmnda antikropp eller annat
bindningsprotein och ndmnda mdrkta konjugat inkorporerats
i den fasta b&drarkomponenten vdsentligen obundna vid var-
andra och att anordningen har gjorts genom att i en
f8rsta vdtska inkorporera ett av reagensen, vilka reagens
dr ndmnda konjugat och n&mnda antikropp eller bindnings-
protein i bdraren och torka denna, och dédrefter antingen
(A) genom att inkorporera i b&draren det andra av de nimn-
da reagensen i en vdtska som inte innehdller vatten och
torka bdraren eller (B) genom att f8rst djupfrysa bidrar-

en, inkorporera det andra av reagensen, vilka reagens &r
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nédmnda konjugat och antikropp eller bindningsprotein, i en
andra vdtska, i bdraren, utsdtta denna f8r en temperatur,
vid vilken den andra védtskan fryser, och lyofilisera birar-
en.

14. Testanordning enligt n&got av patentkraven 1-12
f6r anvédndning vid analys av ett vitskeprov som skall un-
dersdkas.

15. Fdrfarande f8r framstdllning av en testanordning
for bestdmning av en ligand i ett vdtskeprov genom fler-
faldig inkorporering av reagens i en fast bdrarkomponent,
vilken testanordning omfattar (1) en fast bdrarkomponent
som utgdr absorbent f8r vdtskeprovet, och (2) en reagens-
komposition som inkorporerats i b&rarkomponenten och inne-
hdllande (i) en antikropp eller annat naturligt f8rekom-
mande bindningsprotein f8r liganden och (ii) ett ligand-
konjugat eller en analog dirav, som antikroppen eller
bindningsproteinet ocksd f3rmin binda, kovalent bunden vid
ett mdrkdmne, som kan detekteras medelst en elektromagne-
tisk signal, vilken &r annorlunda d& det mirkta konjugatet
dr bundet vid antikroppen eller annat bindningsprotein &n
da det inte &r sdlunda bundet, varvid signalen &r en funkt-
ion av ligandmingden i provet, k 4 nnetecknat
ddrav, att det omfattar f8ljande skeden:

a) ett av reagensen, vilka dr nimnda mirkta konju-
gat och nédmnda bindningspartner, inkorporeras i bararen i
en fbrsta vdtska, och direfter

b) inkorporeras det andra av reagensen, vilka &ir
midrkt konjugat och bindningspartner i bdraren, i en vitska
som inte innehdller vatten, och biraren torkas, varvid det
mdrkta konjugatet och bindningspartnern inte samtidigt in-
f&rs i samma milj® varvid bindningsreaktionen mellan dem
vasentligen f8rhindras och nimnda antikropp eller annat
bindningsprotein och nimnda mirkta konjugat har inkorpore-
rats i bdraren visentligen obundna vid varandra.

16. Férfarande enligt patentkravet 15, k & n n e -
t ec knat ddrav, att i skedet a) inkorporeras en vat-

tenl8sning eller -suspension av ndmnda bindningspartner i
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bdraren och bdraren torkas och i skedet b) inkorporeras en
18sning av n&mnda midrkta konjugat i ett organiskt l8snings-
medel i bdraren och bdraren torkas.

17. Lyofiliseringsf®rfarande f&r framstdllning av en
testanordning f8r bestdmning av en ligand i ett vdtskeprov,
vilken testanordning omfattar (1) en fast bararkomponent,
som utgdr absorbent f8r vitskeprovet, och (2) en reagens-
komposition som inkorporerats i bdrarkomponenten och inne-
hdllande (i) en antikropp eller annat naturligt f8rekomman-
de bindningsprotein f8r liganden och (ii) ett ligandkonju-
gat eller en analog dirav, som antikroppen eller bindnings-
proteinet ocksd fdrman binda, kovalent bunden vid ett mirk-
dmne som kan detekteras medelst en elektromagnetisk signal,
vilken &dr annorlunda d& det mirkta konjugatet dr bundet
vid antikroppen eller annat bindningsprotein &n da& det
inte &r sdlunda bundet, varvid signalen &dr en funktion av
ligandméngden i provet, k & nneteckna t ddrav, att
f6rfarandet omfattar f&ljande skeden:

a) antingen ndmnda mirkta konjugat eller n&dmnda
bindningspartner inkorporeras i b&iraren i en f&rsta vdtska;

b) b&raren torkas;

c) bdraren djupfryses och det andra av nimnda rea-
gens eller médrkt konjugat eller bindningspartner inkorpo-
reras i1 densamma i en andra vitska;

d) bdraren utsdtts fir en temperatur, vid vilken
den andra vétskan fryser;

e) bdraren lyofiliseras, varvid det mirkta konjugat-
et och bindningspartnern inte samtidigt inf®rs i samma
miljd £8r ndgon betydande tidsperiod, varvid bindnings-
reaktionen mellan dem vdsentligen f&rhindras och nimnda
antikropp eller annat bindningsprotein och nimnda mirkta
konjugat sdledes inkorporeras i b&rarkomponenten visentli-
gen obundna vid varandra.

18. F6rfarande enligt patentkravet 17, k & nn e -

t ecknat didrav, att bdde den f8rsta och den andra

vdtskan innehdller vatten.



73

75677

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Hakemusjulkaisuja:~Anstkningspublikationer: EP 13156 (G 01 N 33/52).
Saksan liittotasavalta-Fdrbundsrepubliken Tyskland(DE) 2 733 380

(G 01 N 33/16) . Iso-Britannia-Storbritannien(GB) 2 023 607 (C 07 H 19/20).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Iso-Britannia-Storbritannien (GB)

1552 607 (G 01 N 33/16). USA(US) 3 641 235 (G 01 n 31/22), 4 094 647

(G 01 N 33/16), 4 160 008 (G 01 N 31/22).



75677

80

60
%

Reflektanssi

40

20

Aaltopituus (nm)

FIG. |



75677

L2 r

K/S

o8

04}

0.2

DNP (pM)

FIG. 2



75677

K/S

0 20 4.0 6.0 80
Teofylliini (uM)

FIG. 3



75677

K/S

Fenytoiini (uM)

FIG. 4



Fluoresens-~
sin voimak-
kuus (mv)

75677

no |

08 |
106 |
104 |
102 }
00 |
98 |

96

94
92
90 A J I A
2 4 6 8
DNP (uM)



75677

Teofylliini { pg/mi)

—

1500

Fluore-

senssi

o 50 100 150 200

Aika (sekunteja)

FIG. 6



75677

800

600
Fluoresenssi
(Netto)
400
200

l i

4 i

Y ! 2 3 4 5
Teofylliini  (ug/mi)

FIG. 7



75677

|
40ug/mi
o8 |
16pg/ml
4ug/mi
Opg/mi
0.6
K/S
04
0.2
o 200 400

Aika (sekunteja)

FIG. 8



Fluoresenssi

(mV)

140 F

20

00 |

60

40

20

75677

—5 f—

10 20 40
Teofylliini  (ug/ml)

FIG. 9



75677

60 |

50

40
Fluoresenssi

(-n A )

30

20

A

0 1.0 2.0 3.0

4.0
Teofylliini (ug/mi)

FIG. 10



Fluoresenssi
(mV)

180

170

160

150

140

120

1o

75677

A A A J

0.l 0.2 0.3 04
Karbamatsepiini (pg/mi)

FIG. I



Fluoresenssi
(mV)

lGOr

150

140

130

120

1o

100

75677

&

4 A n

ol 0.2 03 04 0X.) 0.6
Tobramysiini (pg/mi)

FIG. 12



45 ¢

40

35

Fluoresenssi
(mV)

75677

05 1.0 .5 20
Gentamysiini (ng/mi)

FIG. I3



75677

50(

Fluoresenssi

0 10 20 30 40
Teofylliini (pg/m)

FIG. |14



40 ¢ 75677

30 |

Sammumis—-%

20 1

o | 2 3 4 5
Teofylliini (pg /mli)

FIG. 15



75677

Teofylliini  —
(40pg/mi) /

Teofylliini
(8yg/ml)

K/S /

L .

o 100 200

Aika (sekunteja)

FIG. 16



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT
	DRAWINGS

