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Keksinndn kohteena on verikaasu (veren pH, PCO2 ja P02) -hemoglo-

biini-analyysin vertailundytteend kdyttdkelpoinen tuote, joka

simuloi ihmisen kokoverta. Tuote koostuu puskuroidusta suspen-

sioviliaineesta, joka sisidltid erytrosyytteji, jotka on stabi-

loitu proteiineja silloittavalla imidoesterilld, samalla kun

ne on saatettu kosketukseen puhdasta happea tai puhdasta hiilimo-

noksidia sisdltdvan kaasun kanssa.

Keksintd koskee myds menetelmdd erytrosyyttien stabiloimiseksi
kdytettiviksi verikaasu-hemoglobiini-analyysissd vertailuainee-
na, sekd vertailuniytepakkausta, joka siséltdd edelld mainittua

tuotctta.

Uppfinningen avser en blodgas (blodets pH, PCO2 och POZ)-hemoglobin-
analyskontrollprodukt, vilken simulerar mdnniskans helblod. Produk-
ten best3r av ett buffrat suspensionsmedium, vilket innehdller eryt-
rocyter som stabiliserats med ett imidoesterproteinfdrnidtningsmedel

medan de kontaktats med en gas, vilken bestdr av rent syre eller ren

kolmonoxid.

Uppfinningen avser dven ett forfarande for stabilisering av erytro-
cyter si att de kan anvidndas som blodgas-hemoglobinanalyskontroll-
medel, samt en kontrollfdrpackning, vilken innehdller den ovannidmnda

produkten.

n-analys
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Menetelmd stabiloida nis#kk#dn erytrosyytteji kdytettadvik-
si verikaasu-homoglobiini-analyysissé vertailuaineena seki
verikaasu-hemoglobiini-analyysin vertailundytetuote

Keksint® koskee menetelmdd stabiloida nis#kkdin
erytrosyyttejad kdytettdvédksi verikaasu-hemoglobiini-ana-
lyysissd vertailuaineena sekd verikaasu-hemoglobiini-ana-
lyysin vertailundytetuotetta ja pakkausta.

Verikaasuanalyyseja tehdd8n useimmissa sairaalala-
boratorioissa tarkoituksena diagnosoida ja hoitaa ep&nor-
maaleja keuhkojen toimintaa ja happo/emds-tasapainoja. Mi-
tattavat kolme parametria ovat veren pH, CO,:n osapaine
(sz) ja hapen osapaine (P%). Lis8ksi voidaan tehdd my&s
hemoglobiinitestejd. N&amd testit kdsittdvdt kokonaisdeok-
sihemoglobiinin, oksihemoglobiinin, karboksihemoglobiinin
ja methemoglobiinin mddrittdminen.

Tehtdessd pH-, P, - ja P, -analyysejd potilaasta
otetaan verindyte ja se johdetaan erikoislaitteeseen, jos-
sa on mitattaville parametreille spesifiset elektrodit.
Koska veri pilaantuu nopeasti ja koska liuenneilla kaa-
suilla on taipumusta tulla ulos liuoksesta, ndyte pitaa
analysoida vdlittOmdsti tai muutaman tunnin kuluessa, jos
veri on ollut jddhdytettynd j&ailla.

On tietysti itsestddn selvdd, ettd analyysitulokset
eivdt voi olla parempia kuin k#dytetty laitteisto. Niinpa
on valttadmdténtd valvoa laitteen oikeaa kalibrointia ja
toimintaa. Vaikka ulkopuolista kaasul&hdettd voidaan k&yt-
td84 standardoimaan veren kaasun mittauslaitetta, testeisséd
kdytettdvat elektrodit ovat herkkid analyysivdliaineelle.
Kun esimerkiksi ké&dytetd&8n happea kaasumaisessa tilassa
standardina, saadaan mittarin lukema, joka on erilainen
kuin se, mik8 saataisiin kdytettdessd standardina nes-
tettd, Jjoka sisdltdda liuennutta happea. T&md8 nesteen ja
kaasun ero johtuu eroista hapen diffuusionopeuksissa l8pi
kaasumaisen tai nesteméisen vdliaineen, johon se on yhdis-
tetty.
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Kun on pyritty lievittdm8&n matemaattisten korjaus-
ten tarvetta t&mdn nesteen ja kaasun eron kompensoimiseksi
on havaittu, ettd nestemdinen vertailuaine on suositel-
tavampi kuin kaasumainen vertailuaine. Edullisin neste
olisi tietysti veri, koska se sisdltdd kaikki ainekset,
joille analyysilaitteisto joutuu alttiiksi. Veri kuitenkin
pilaantuu nopeasti ja menettdd liuenneet kaasut. Lis#ksi
solujen metabolian seurauksena P.,, kasvaa kun taas P, ja
pH laskevat. Koska ei ole mitdan gunnettua menetelmaazes—
td4 nditd muutoksia, jotka tapahtuvat sdilytettdessd koko-
verta, se on hylatty vertailuaineena.

Ensimm&iset nestemdiset veren kaasujen vertailun-
dytteet olivat puskuroituja vesiliuoksia, jotka sisdlsividt
liuenneita kaasuja. Vaikka n#&illd liuoksilla védltettiin
nesteiden ja kaasujen eron aiheuttamat ongelmat, niista
puuttui muita veren komponentteja, jotka vaikuttavat ana-
lyysilaitteiston herkkiin elektrodikomponentteihin.

Ensimmdisend askeleena ratkaistaessa t&td ongelmaa
valmistettiin vertailundytteitsd, jotka sisdlsivédt liukois-
ta hemoglobiinia. Ndistd vertailundytteistd kuitenkin
puuttui methemoglobiinin reduktaasientsyymi, joka veriso-
luissa pelkistd8 raudan Fe'' -muotoon. Kun hemoglobiinin

+4+4

rauta on aina Fe''' -muodossa siit4 seuraa, ettd hemoglobii-
ni on methemoglobiinia. Niinpd nditd8 vertailundytteitd
voidaan k&yttdd vain kokonaishemoglobiinin analyyseihin.
Nyttemmin on kehitetty vertailundytteitd, jotka l8heisem-
min muistuttavat kokoverta.

US-patenttijulkaisussa 3 859 049 kuvataan menetel-
m#d stabiloida kokoverta ja kokoveren komponentteja kdyt-
tden fluorideja, sitraatteja, fluorietikkahappoa ja jodi-
etikkahappoa. Tyypillisesti lisdtddn kokovereen natrium-
fluoridia, natriumsitraattia ja fluorietikka- tai jodi-
etikkahappoa. Seos jddhdytetddn ja sen annetaan seistd
riittévén pitkaésdn, jotta P, -, P, - ja pH-tasot stabiloitu-
vat. Valitettavasti tuotteeila o; lyhyt elinikd, noin yksi
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kuukausi. Tuotteita, joilla on pitempi eliniki, on valmis-
tettu kidsittelemdllsd veren komponentteja aldehydilli.

US-patenttijulkaisussa 3 973 913 kuvataan menetelmd
stabiloida punaisia verisoluja erottamalla ne kokoverestd
ja stabiloimalla ne kdsittelemdlld aldehydills, esim. for-
maldehydilld tai glutaraldehydilld. Ndamd stabiloidut solut
lisdt88n puskuroituun liuokseen, joka sisdltdd glukoosia,
neomysiinid ja kloramfenikolia bakterisideina, ja suolaa
alkaansaamaan isotoninen liuos, jolla on sama osmolaali-
suus kuin verelld. T&mdn tuotteen elinik3 on kuitenkin
vain kaksi kuukautta, ja solut menettdvdt nopeasti hemo-
globiinin, joka hapettuu methemoglobiiniksi.

Se mitd tarvitaan on parempi stabilointitekniikka,
jolla saadaan pysyvdmpid verikaasu- ja hemoglobiinianalyy-
seihin tarkoitettuja vertailundytteitd, jotka simuloivat
kokoverta.

Tdssd8 julkaisussa kdytetylld termilld "hemoglobii-
nianalyysi" tarkoitetaan sellaisia hemoglobiinitestejd,
Jjotka mittaavat kokonaishemoglobiinin ja oksihemoglobii-
nin, karboksihemoglobiinin ja methemoglobiinin prosentti-
osuuden. Muut parametrit kuten tilavuus-% O, ja CO, voidaan
laskea havaituista arvoista.

Dimetyyliadipimidaattia on esitetty ristisilloitta-
vana aineena erytrosyyttimembraaneissa; katso Niehaus,
W.G., et al. "Cross-Linking of Erythrocyte Membranes With
Dimethyl Adipimidate”, Biochem. Biophys. Acta 196: 170-175
(1970).

Muissa tutkimuksissa dimetyyliadipimidaattia (DMA)
on kuvattu sirppiytymisen estoaineena punaisille veriso-
luille; katso "Dimethyl Adipimidate: A New Antisickling
Agent", Lubin, B.H., et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
72, (1): 43-46, (1975) ja "Antisickling Nature of Dimet-
hyl Adipimidate”, Waterman, M.R. et al. Biochem. Biophys.
Res. Comm., 63 (3): 580-587 (1975).

Askettdin DMA:n ristisilloittavien vaikutusten on



10

15

20

25

30

35

4 80960

osoitettu inhiboivan entsyymiaktiivisuutta; katso "The
Effects of Crosslinking Reagents on Red-Cell Shape", Ment-
zer, W.C. ja Lubin, B.H., Seminars in Hematology 16: 115-
127 (1979). Lis8ksi DMA:n on osoitettu vaikuttavan ionire-
tentioon erytrosyyteissd, Krinsky, N.I., et al.
"Retention of K' Gradients in Imidoester Crosslinked Eryth-
rocyte Membranes" Arch. Biochem. Biophys., 160: 350-352
(1974).

DMA:n kdyttdad erytrosyyttimembraanien ristisilloit-
tamiseen verikaasujen vertailundytteissd ei ole kuvattu
aikaisemmin.

On yll&attden havaittu, ettd verikaasu-hemoglobiini-
analyysin vertailundyte voidaan valmistaa stabiloimalla
punaisia verisoluja dimetyyliadipimidaatilla (DMA) ja sus-
pendoimalla stabiloidut solut puskurointivdliaineeseen,
joka sis#ltdsd proteiinia, joka simuloi plasman proteiinin
vaikutusta verikaasun mittauksiin. Edullinen plasman pro-
teiini on h&r&dn seerumin albumiini.

Kidsittelem&lld punaiset solut erikseen hapella tai
hiilimonoksidilla DMA-ristisilloituksen aikana voidaan
valmistaa vertailunidytteitd k&aytettdvéksi hemoglobiinin
midrityksissid. Puskuroitu punasolujen suspensio pakataan
ampulleihin ja varastoidaan jadhdytettynd. Edullisia pus-
kurointiaineita ovat N-(tris-hydroksimetyyli)metyyli-2-
aminoetaanisulfonihappo (TES) tai N-2-hydroksietyylipipe-
ratsiini-N-2-etaanisulfonihappo (HEPES).

Tam4 keksint® kohdistuu vertailundytteeseen, jota
voidaan k#yttdd sekd verikaasujen ettd hemoglobiinin maa-
rityksissd. Keksinn®dn mukaiselle verikaasu-hemoglobiini-
analyysin vertailundytetuotteelle on tunnusomaista, ettd
se sisdltéa:

(a) puskuroidun suspensiov#dliaineen, joka koostuu pusku-
rointiaineen vesiliuoksesta, kyseisen vdliaineen pH:n ol-
lessa v&lilla noin 6,8 - 8,0; ja

(b) stabiloituja erytrosyyttejd, jotka on valmistettu pa-
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tenttivaatimuksessa 1 esitetyn menetelm&n mukaisesti, jol-
loin kyseisten erytrosyyttien m##r3 suspensioviliaineessa
on sellainen, ettd suspensiovéliaineen kokonaishemoglobii-
nin konsentraatio on noin 3-24 g/dl; kyseisen hemoglobii-
nin sisdltdessd noin 60-100 % oksihemoglobiinia ja noin O-
35 % karboksihemoglobiinia. Kiyt&8nn®ssi voidaan t4ssid kek-
sinndssd k8yttdd mitd tahansa nis#kk#i8ltid per&disin olevia
erytrosyyttejd, edullisten erytrosyyttien ollessa ihmisen
erytrosyytteja.

Tamdn keksinndn mukaista vertailuniytettd voidaan
valmistaa erilaisina pitoisuuksina kunkin kokeellisesti
mitattavan parametrin suhteen, n&it# ovat pH, P,, P, , ko-
konaishemoglobiinipitoisuus (THb), oksihemoglogiinfnpro-
senttiosuus (O,Hb), karboksihemoglobiinin prosenttiosuus
(COHb) ja methemoglobiinin prosenttiosuus (MetHb). Niinpi
kukin ndistd parametreista voidaan valita simuloimaan
kliinistd asidoosia, normaalitilannetta ja laktoosia joko
metabolisella tai respiratorisella perusteella. Paramet-
rien vaihteluvdlit, jonka sis#lld vertailundyte voidaan
valmistaa, ovat:

Erittédin
edullinen
Edullinen vaihtelu-

Para- Vaihte- vaihtelu- vdli
metri luvdli vali
pH 6,6-8,0 6,8-7,8 7,0-7,7
Poz mmHg 20-200 30-180 40-150
Pcoz mmHg 10-150 15-75 15-65
THb, g/dl 3-24 5-21 9-17
%0,Hb, % 0-100 50-100 60-98
$COHD, % 0-100 0-50 0-35
$MetHb, % 0-30 0-10 <3

Tyypillinen vaihteluvdli parametrien konsentraa-
tioissa on pH:1lla noin 6,8-8,0; konaishemoglobiinilla noin
3-24 g/dl; oksihemoglobiinilla noin 60-100 %, karboksihe-
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moglobiinilla noin 0-35 % ja methemoglobiinilla alle
3 %. Nam3 vaihteluvdlit on valittu, koska ne kuvaavat ndai-
den parametrien fysiolgoisesti tavattuja vaihteluvidleji.

Erytrosyyttejd juuri otetusta verestd samoin kuin
erytrosyyttejs seisseestd verestd, esim. verisoluja, joita
on seisotettu aina 11 viikkoa, voidaan kdyttdd. Suurempi
stabiilisuus voidaan saavuttaa kdyttdmdlla seisotettuja
soluja. Edullisesti verisoluja seisotetaan ainakin kuusi
viikkoa, edullisimmin ainakin 10 wviikkoa.

Valmistettaessa t#md8n keksinndén mukaista ver-
tailundytettd erytrosyytit stabilidaan reaktiolla DMA:n
kanssa ja suspendoidaan puskurointivdliaineeseen. Nelja
Kkriteerii m##r#i sopivan puskurin valinnan kdytettdvdksi
esilld olevassa keksinndssi:

1. Puskurilla t#ytyy olla riittdva puskurointikapasiteetti
halutulla pH-v&alilla.

2. Puskurilla t3ytyy olla pH vastaan l&mpdtila-kerroin,
joka riittdvén hyvin simuloi tuoreen kokoveren vastaavaa
kerrointa.

3. Puskuria tdytyy voida k#dyttds konsentraationa, joka on
riittdvs takaamaan pH:n stabiilisuuden ja kuitenkin on
riittdvin herkkid havaitsemaan virheldhteet pH-mittaussys-
teemissi.

4. Puskuri ei saa vaikuttaa haitallisesti erytrosyyt-
teihin.

Alan ammattimiehille on selv#i, ettd suuri joukko
puskureita t#yttd8 ndm8 vaatimukset. T&ssd julkaisussa
kdytetylld termills "puskurointiaine" tarkoitetaan pus-
kuriyhdistettsd, joka tdyttdd edelld esitetyt vaatimukset.

Havainnollistavina, ei rajoittavina esimerkkeina
puskureista, joita voidaan kdyttdd tdssd keksinnbdssd, ovat
N-(tris-hydroksimetyyli)metyyli-2-aminoetaanisulfonihappo
(TES) ja N-2-hydroksietyylipiperatsiini-N-2-etaanisulfoni-
happo (HEPES). Puskuria k#dytet&&n konsentraationa valilla
noin 0,01 - 0,10 M; edullisesti noin 0,025 - 0,09 M; edul-
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lisemmin noin 0,035 - 0,08 M; edullisimmin noin 0,05 -
0,07 M.

pH-mittarin ja verikaasulaitteiston oikea toiminta
vaatii l&mpdtilan, jossa mittaukset suoritetaan, tarkkaa
s88td8. Koska tarkoituksena on simuloida kokoveren kayt-
tdytymistd termostoidussa systeemiss#d, on toivottavaa, et-
t3 vertailundytteelld on sama pH vastaan limpdtila-kerroin
kuin kokoverelld (-0,015 pH-yksikkdd/°C). Niinp#d t&m3n
keksinndn mukaisen vertailundytteen pH vastaan lamp&dtila-
kerroin on edullisesti ainakin -0,015 pH-yksikk®a/°C.

Vertailundytteen, jossa kdytetddn HEPES:a pus-
kurointiaineena konsentraationa noin 0,05 - 0,07 M, pH
vastaan lé&mpdtila-kerroin on -0,015 pH/°C.

Valmistettaessa tdmdn keksinndn mukaista vertailu-
ndytettd stabiloidut erytrosyytit suspendoidaan nestem&i-
seen puskurointivédliaineeseen, joka voi olla puskurointi-
aineen deionisoituun veteen muodostettu liuos. Verikaasu-
jen mittauksissa plasman proteiinit voivat kuitenkin vai-
kuttaa m#drityksiin seurauksena siitd, ettd ne muodostavat
padllysteen elektrodeille. T&td vaikutusta voidaan simu-
loida 1lis&&m&l18 puskuroituun nestemdiseen suspensiovdli-
aineeseen proteiinia, joka el (1) muodosta saostumaa, (2)
muodosta fibriinihyytymid tai (3) aiheuta erytrosyyttien
agglutinaatioita. Proteiinissa el saa olla ep&puhtautena
jadanndsentsyymejd, jotka voisivat vaikuttaa vertailundyt-
teen stabiilisuuteen.

Ihmisen plasman proteiinikonsentraatio on noin
4,0 - 6,0 % (paino/tilavuus). Sopiva standardi voidaan
valmistaa kdyttden proteiinikonsentraatiota noin 0,4 - 8,0
$ (pailno/tilavuus). Alle 0,4 %:n konsentraatiolla ei
oleellista p#dllystysvaikutusta havaita, kun taas yli 8,0
$:n konsentraatio on suurempi kuin mit# voidaan taval-
lisesti odottaa ihmisen verindytteen sisdltdvén. Proteii-
nikonsentraatio, jota k#ytetddn valmistettaessa tdmén kek-
sinnén mukaisia vertailundytteitd, on edullisesti noin 2-
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7 % (paino/tilavuus); edullisemmin noin 3 - 6,5 % (pai-
no/tilavuus); edullisimmin 4,0 - 6,0 % (paino/tilavuus).
Mitd tahansa inerttid veteen liukenevaa proteiinia voidaan
kdyttdd proteiinin 1l1l&hteend tdmdn keksinndn mukaisissa
vertailundytteissd. Ndiden proteiinien yhteydess#d kdytet-
tynd termilld "inertti" tarkoitetaan sitd, ettd proteiinit
eivdt hajota erytrosyyttejd tai muuten aiheuta niiden huo-
nontumista. Tdten entsyymit eivdt yleensd ole sopivia pro-
teiinien 18hteita.

Vaikkakin nisdkkdiden seerumialbumiinit yleensé&
ovat sopivia proteiinin l&hteitd tdmdn keksinntn mukai-
siin vertailundytteisiin, edullisimmat seerumialbumiinit
ovat ihmisen seerumialbumiini ja h&r#&n seerumialbumiini.
H4r4n seerumialbumiini on edullisin, koska sitd on helpos-
ti saatavissa puhdistetussa muodossa kohtuulliseen hin-
taan. Vaihtoehtoisesti voidaan myds gelatiinia kdyttad
proteiinina.

Alan ammattimiehille on ilmeistd, ettd mitd tahansa
aikaisemmin tunnettua verikaasun vertailundytettd voidaan
parantaa ja tehdd enemm&n kokoverta muistuttavaksi lisda-
m#ll4 ndihin nestemdisiin vertailundytteisiin nis8kk&&n
albumiinia edelld esitetyn mukaisesti.

Verikaasun vertailundytteen tdytyy sisdltédd sopivat
0,- ja CO,-konsentraatiot, jotta analyysilaitteisto saadaan
standardoitua ndiden kaasujen suhteen. Halutut P, - ja P -
pitoisuudet saavutetaan levittdmdlld kaasuseosta Euskurof-
dulle nestemdiselle vdliaineelle. Edullisesti kaasu levi-
tetdin tidmin keksinndn mukaiselle vertailundytteelle juuri
ennen kuin nestemdinen suspensio suljetaan ampulleihin tai
muihin sopiviin s8ilidihin.

Riippuen liuoksen pH:sta ja ldmp&tilasta hiilidiok-
sidi voi olla joko liuenneen kaasun muodossa tai muodostaa
hydrattuja muotoja ldsnd olevien bikarbonaatti- ja karbo-
naatti-anionien kanssa.

Koska kaasun kokonaispaine suljetussa vertailundyt-
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teessd pitd88 voida sdilyttdd tiettyjen kdyt8nndn rajojen
sisdlld, on vialttdmdtdntd 1lisdtd bikarbonaatti-ioneja,
edullisesti natriumbikarbonaatin muodossa, jolloin varmis-
tetaan riittdvd P, -pitoisuus. Suljetut vertailundytteet
muodostavat suljetu; systeemin saatavissa olevan CO,:n ko-
konaismddrdn suhteen. Tdstd syystd pH ja P,, edustavat ta-
sapainoa solususpension pédédlle levitetysséﬁ%aasuseoksessa
olevan CO,:n m&drdn, puskuroituun liuokseen lisdttyjen bi-
karbonaatti- ja karbonaatti-ionien konsentraation ja ei-
karbonaatti-pohjaisten protonien ja hydroksyyli-ionien
puskuroidun liuoksen pH:hon mydt8vaikutuksen v&lilla.

Tdmdn keksinnén mukaisen vertailundytteen valmis-
tuksessa kdytettdvd bikarbonaatti-ionien mddrad vaihtelee
v8l1il1l8 noin 0,005 - 0,2 M, jolloin varmistetaan, ettd P
on halutulla alueella. Edullisesti lisdtyn bikarbonaatti3
ionin konsentraatio vaihtelee v#lill4 noin 0,01 - 0,12 M,
Samaan aikaan C0,:n konsentraatio kaasuseoksessa on noin 2-
15 til1/til-%; edullisesti noin 5-10 til/til-%, jolloin
saadaan ylldpidettyd sopiva P.,, suljetussa vertailundyt-
teessai. :

P, :een vaikuttaa hapen konsentraatio kaasuseokses-
sa, hape&iliukoisuus puskurointiliuokseen ja vapaata hap-
pea sitovan pelkistetyn hemoglobiinin saatavuus. Sopiva
hapen konsentraatio valmistettaessa tdm&n keksinndén mu-
kaista vertailunidytettsd on noin 2-30 til/til-%; edullises-
ti noin 7-20 til/til-%. Niinpd sopiva lisdttévén kaasu-
seoksen Kkoostumus, esim. t&mdn keksinndn mukaisen ver-
tailundytteen puskuroidun liuoksen p#ddlls olevassa vapaas-
sa tilassa on noin 2-30 til/til-% happea ja noin 2-15
til/til-% hiilidioksidia, lopun ollessa typped tai muuta
inerttia kaasua.

Suspensiossa olevat stabiloimattomat erytrosyytit
menettdvdt hemolyysin seurauksena hemoglobiinin nestemdi-
seen suspensiovdliaineeseen. Koska tdmd solusta vapaa he-
moglobiini ei ole end3 liittyneend methemoglobiinireduk-
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taasientsyymiin, kuten se on solussa, se hapettuu nopeasti
methemoglobiiniksi. Paitsi hemolyysiin liittyvd3& haital-
lista kosmeettista wvaikutusta, hemoglobiinin hapettuminen
methemoglobiiniksi aiheuttaa epastabiilisuutta hemoglobii-
niparametreissa. Td&mdn ongelman voittamiseksi voidaan
kdyttdd stabilisaattoreita.

Keksintd kohdistuu siten myds menetelmdén stabiloi-

da erytrosyyttejd kdytettdvdksi verikaasu-hemoglobiini-
analyysissd vertailuaineena. Keksinndn mukaiselle menetel-
mdlle on tunnusomaista, ettéd
(a) suspendoidaan kyseiset erytrosyytit puskuroituun kiin-
nitysvédliaineeseen, joka koostuu puskurointiaineen vesi-
liuoksesta, vé&liaineen pH:n ollessa v&l1illd noin 7,3 -
11,3;
(b) saatetaan erytrosyytit kosketuksiin kaasun kanssa, jo-
ka kaasu on happea tai hiilimonoksidia, imidoesterin l&s-
ndollessa la&mpdtilassa valilla noin 20°C - 30°C reaktio-
ajan ollessa noin 15-60 minuuttia; ja (c) otetaan talteen
stabiloidut erytrosyytit.

Edullinen imidoesteri erytrosyyttien stabilointiin
kidytettdvidksi tdm8n keksinnén yhteydessd on dimetyyliadi-
pimidaatti (DMA). DMA:n hydrokloridit, esim. dimetyyliadi-
pimidaatin dihydrokloridi, ovat myds k#yttdkelpoisia.

Reaktio-olosuhteet DMA:n ja amiinien vdliseen reak-
tioon vesipitoisissa liuoksissa ovat hyvin tunnettuja.
Alhaisessa pH:ssa DMA hydrolysoituu. Niinpd tarvitaan suu-
ri ylim8&8rd DMA:a, jotta reaktioon aminoryhmien Kkanssa
olisi riittdvdsti DMA:a. Lisdksi useimmat aminoryhmdat pro-
tonoituvat alhaisessa pH:ssa. Tédm8 tekee ne vdhemmén reak-
tiivisiksi kuin ei-protonoidut aminoryhmét.

Korkeassa pH:ssa hydrolyysi estyy. Yleensd mita
korkeampi pH, sitd alhaisempi konsentraatio DMA:a tarvi-
taan imidoimaan proteiini, sitd nopeampi imidointireaktio
ja sitd vdhemm&n DMA:n sivureaktioita, esim. hydrolyysié.

Kuitenkin, mitd korkeampi on reaktion pH, sitd suu-
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rempi on todenn#kdisyys, ett#d erytrosyytit vahingoittuvat.
Taten tdytyy 1lOytd4d tasapaino sen valilli, etta kdytetain
korkeaa pH-tasoa edullisten reaktio-olosuhteiden takia ja
ettd lasketaan pH-tasoa erytrosyyttien vahingoittumisen
estdmiseksi.

Erytrosyyttien imidointiaste riippuu pH:sta, reak-
tioajasta ja l&mpdtilasta. Ellei imidoinnin anneta edeti
riittdvén pitk#dlle, erytrosyytit eivit stabiloidu ja me-
nettdvat hemoglobiinin hemolyysin seurauksena. Toisaalta
jos imidointia jatketaan liian kauan, erytrosyytit kovet-
tuvat liikaa. Hemoglobiinitestejd tehtdessi solulyysin
tdytyy tapahtua analyysilaitteessa. Niinp8 imidointia t#y-
tyy sdddelld, jotta viltettdisiin seki hemolyysille alt-
tiiden heikkojen solujen tuotanto etti# kovettuneet solut,
Joissa lyysid ei en#d voi tapahtua.

Tatd imidointitasapainoa s##delldsn asettamalla
imidointireaktion olosuhteet seuraavasti:

1. DMA-konsentraatio pidet#in v&1ill3d noin 0,77 - 8,00
g/1l, edullisesti v#&1illd noin 0,85 - 4,0 g/1l, esim. 0,9
g/l:ssa.

2. Imidointiliuoksen pH pidet##n v#1ill& noin 7,3 - 11,3,
edullisesti v&1i114 8-10, erittidin edullisesti v&1ills
noin 8,5 - 10, edullisimmin v&1ill4 noin 8,5 - 9,5, esim.
9,2:ssa. pH-s34td suoritetaan parhaiten kdyttédmdlls epdor-
gaanista emdstd kuten natriumbikarbonaattia tai natrium-
karbonaattia. Amiinipuskureita tdytyy vdlttad, koska ne
reagoivat DMA:n kanssa.

3. Reaktioaika voli vaihdella v&1ill3 15-60 minuuttia,
edullisesti v&1i1114 18-40 minuuttia, eritt#din edullisesti
vdlills 20-30 minuuttia, esim. 25 minuuttia.

4. Imidointireaktio suoritetaan ldmpdtilassa, joka vaih-
telee vd1lilld noin 20-30°C, edullisesti v&1ill4 noin 22-
28°C, erittdin edullisesti wv#1il14% noin 24-26°C, esim.
25°C.

Edelld esitetyiss#8 olosuhteissa erytrosyyttien lu-
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kumasrs, joka voidaan tehokkaasti kidsitelld, vaihtelee
valilld noin 1x10* - 1x10’ per pl. Niinp38 erytrosyyttien
m44rdnd kdytet#dsn noin 1x10* - 1x10’ per pl, ja edullisesti
noin 5,8x10° - 6,2x10°> per pl.

Tamin keksinn®n mukainen menetelmd erytrosyyttien
stabiloimiseksi voidaan yhteenvetona esitt#d seuraavasti:
1. Erytrosyytit, jotka on saatu vanhenneesta ihmisen ve-
restd, pestdin fysiologisella suolaliuoksella, sentrifu-
goidaan ja suspendoidaan uudelleen kiinnittav&sn puskur-
iin, joka on 0,1 M natriumkarbonaatin ja natriumbikarbo-
naatin liuos, joka sis#lt#48 natriumkloridia;

2. Erytrosyyttien lukumd#drd sdddetddn sopivaksi joko 1li-
s43malld tai poistamalla kiinnitt#&vaa puskuria;

3. DMA lisitasn ja reaktion annetaan tapahtua samalla se-
koittaen;

4. Samalla kun reaktio on k#ynniss#, joko puhtaan hapen
tai puhtaan hiilimonoksidin annetaan kuplia solususpension
ldpi. Tamdn vaikutuksesta solunsisdiseen hemoglobiiniin
kersintyy sopivaa kaasua, jolloin sitd seuraava hemoglo-
biinin reaktio DMA:n kanssa kiinnitt#4 hemoglobiinin hap-
pea tai hiilimonoksidia kantavaan muotoon, t4ten "lukiten"
kaasun hemoglobiiniin ja lis&ten O,Hb- ja COHb-parametrien
stabiilisuutta;

5. Stabiloidut solut sentrifugoidaan sitovien reagenssien
poistamiseksi ja suspendoidaan uudelleen HEPES-bikarbo-
naatti-suolaliuos-puskuriin, jonka pH on 7,13, pH:n alen-
tamiseksi;

6. O,Hb- ja COHb-tyyppiset solupopulaatiot yhdistet&dn ti-
lavuuden perusteella, jolloin saadaan haluttu vertailuta-
SO;

7. Yhdistetyt solut sentrifugoidaan HEPES-bikarbonaatti-
suolaliuos-puskurin poistamiseksi;

8. Sentrifugoidut solut suspendoidaan uudelleen lopulli-
seen puskuriliuokseen sellaisena tilavuutena, ettd haluttu

THb saavutetaan fysiologisella alueella olevassa pH:ssa.
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PH:n, P%:n Jja Pah:n stabiilisuus riippuu siiti, es-
tetddnkd erytrosyyttejd hengittdmidstd. T&h&n paAmMEErssn
pddsemiseksi proteiiniin perustuvasta puskurista tehtiin
sellainen, ettei se sisdltdnyt oleellista m3&r#848 ravin-
teita, ja erytrosyytit valittiin siten, ettd ne olivat
niin vanhoja kuin mahdollista, jotta ne olisivat k#ytt&-
neet loppuun solunsiséiiset ravinteet. Kuitenkin, kun solut
on ndin kulutettu loppuun, ne eivat pysty tehokkaasti pel-
kistdmd&n methemoglobiinia, jota muodostuu soluissa hemo-
globiinin spontaanin hapettumisen seurauksena, takaisin
hemoglobiiniksi.

Vaikka tdtd keksintdd kdytettdessd suurin osa hemo-
globiinista on stabiloitu oksi- tai karboksimuotoon sta-
biloituja erytrosyyttejd valmistettaessa, osa tdstd hemo-
globiinista menettdd kaasunsa ajan mydtd huolimatta DMA-
kdsittelystd, ja saatu hemoglobiini wvoi hapettua methemo-
globiiniksi. T&td8 hapettumisprosessia voidaan ehk&istad
lisddmdll8 antioksidantteja, tai aineita, jotka itse hel-
posti hapettuvat, stabiloiden tdten vertailundytesystee-
min,

Antioksidanttiyhdisteille, jotka ovat sopivia kdy-
tettdvdksi tamdn keksinndn yhteydessd, on tyypillistsd,
ettd ne hapettuvat spontaanisti hitaalla nopeudella, nii-
den hapetuspotentiaali on riittdvdn korkea, jotta ne hel-
posti pelkistdvidt biologisessa systeemissd, ja niilla on
hyvdksyttédvat hajuominaisuudet. Havainnollistavia, ei ra-
Jjoittavia esimerkkejd tédllaisista antioksidanteista ovat
ditioerytritoli (DTE) ja ditiotreitoli (DTT), DTE:n op-
tinen isomeeri. Antioksidanttia kdytetddn noin 0,001 -
0,006 M laskettuna koko suspensiovédliaineen midrdstd,
edullisesti noin 0,002 - 0,005 M, erittdin edullisesti
noin 0,003 - 0,005 M.

Jatkuva ongelma valmistettaessa vertailundytteits,
joilla on pitkd elinikd, on mikrobikontaminaatio. Neomy-
siinin ja kloramfenikolin yhdistelm# suojaa riittévisti
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materiaalia bakteereja vastaan mutta ei sienten kasvua
vastaan. Lis#im&ll8 bakterisideihin dinatriumetyleenidi-
amiinitetraetikkahappao (EDTA) saadaan sienten vastainen
vaikutus.

Neomysiinisulfaattia k#ytetd#n noin 0,10-0,12 g/1,
edullisesti noin 0,11 g/1, ja kloramfenikolia kd&ytetdaan
noin 0,10-0,72 g/1, edullisesti noin 0,15-0,66 g/1, erit-
t3in edullisesti noin 0,3-0,4 g/1, esim. 0,33 g/l.

Tdm#n keksinndn mukaisena verikaasujen ver-
tailunidytteend k&ytettdvén puskuroidun proteiiniliuoksen
tyypilliset aineosien vaihteluvdlit ovat:

Aineosa Masra litraa kohti
Hirdn seerumialbumiini 40-60 g
Hepes-puskuri 11,92-16,68 g
Natriumbikarbonaatti 0,84-10,08 g
Natriumkloridi 1,00-3,00 ¢g
Ditioerytritoli 0,07-0,77 g
Neomysiinisulfaatti 0,10-0,12 g
Kloramfenikoli 0,32-0,34 g
Dinatriumetyleenidiamiini-
tetraetikkahappo 0,37-3,72 g
Deionisoitu vesi Q.S.

Vaikkakin on edullista k#ytt&3 seerumialbumiinia
valmisteessa, jotta vertailundyte muistuttaisi kokoverta
niin paljon kuin mahdollista, voidaan seerumialbumiini
jattd4 pois, jos halutaan valmistaa halvempi vertailun8y-
te.

Jotta taattaisiin t#m#n keksinndn mukaisen verikaa-
su-hemoglobiini-analyysin vertailunidytteen hyva varastoin-
tikestdvyys, erytrosyyttien suspendoitinvdliaineella on
edullisesti oleellisesti sama osmolaalisuus kuin ihmisen
kokoverelld, eli noin 280-350 mOSm/Kkg, edullisesti
320 mOsm/kg * 5 mOsm/kg. Liuoksen osmolaalisuutta sdédel -
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144n l1lis#8m3alld natriumkloridia vertialundytteen pus-
kurointivdliaineeseen.

Vaikka DMA edelld olevassa kuvauksessa on esitetty
edullisena imidoesterind on kuvauksen perusteella il-
meistd, ettd mit4 tahansa sopivaa imidoesterid voidaan
kdyttds proteiinia ristisilloittavana aineena, esim. dime-
tyylisuberimidaattia.

On tietysti valttém#tdntd pakata vertailundyte va-
rastointia, kuljetusta ja kayttda varten. Vaikka t#ssd ku-
vauksessa viitataan "ampulleihin", on alan ammattimiehelle
kuvauksen perusteella ilmeistd, ettd mikad tahansa nestetta
lip4disemdtdn materiaali, Jjoka sulkee kaasun tiiviisti,
kelpaa. Esimerkiksi lasipullo, jossa on kuminen septumi ja
joka on suljettu ilmatiiviisti, on sopiva sd4ili¢. Kumisen
septumin tdytyy olla suunniteltu siten, ettd se on helpos-
ti leikattavissa pois analyysitarkoituksiin. Tdss& julkai-
sussa kiytetylli termills "ampulli" on tavanomainen merki-
tys, mutta se pit&d sis#llasén minka tahansa vertailundyt-
teelle sopivan s#ilidn kuten edelld on kuvattu, esimerkik-
si suljetut pullot, ohuet metallipussit jne.

Kun vertailuniyte pakataan ampulleihin, tulee j&t-
ta4 tyhj4 tila kaasuseoksen lis#8miseksi, joka tuottaa
edelld mainitut P, - ja P, -parametrit. Vaikkakaan vapaan
tyhjén tilan suhdé nestemglsen suspension tilavuuteen ei
ole kriittinen, tyhj4n tilan tilavuuden ja nesteen tila-
vuuden suhteita, jotka ovat yli 2, tulee vdlttdd, koska
pinta-ala ampullin sis#lld tulee niin suureksi, ettei ole
enidi mahdollista sekoittaa ja k#sitelld vertailundytettd
riittdvin hyvin k#ytdssid. Vastaavasti t&md suhde voi olla
nolla, jos solususpensio on esitasapainotettu kaasuseok-
sella ennen ampullin sulkemista. On kuitenkin edullista,
ettd kaasun ja nesteen tilavuussuhde on ainakin 0,75. Ta-
ten edullisena suoritusmuotona ampulli t#dytetdsn siten
nesteelld, ettd kaasun ja nesteen tilavuussuhde on noin
0,75 - 2; edullisemmin noin 0,9 - 1,5, esim. 1,0.
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Sen jalkeen kun haluttu md&ri solususpensiota on
lisdtty ampulliin, sopivan koostumuksen omaava hap-
pi/hiilimonoksidi/inertti kaasu-seos puhalletaan ampulliin
korvaamaan ilma, joka jo tdytt#i tyhjsn tilan. Kaasu tulee
levittdsd nestesuspension p##lle niin, ettd viltet#in sus-
pension vaahtoaminen. Ilman annetaan korvautua rilittdvin
ajan kuluessa, ja ampulli suljetaan normaalipaineessa.

Punaisten verisolujen m3d&rd on t4rked parametri
kiinnitysprosessin aikana keksint®48 k3ytett#desssd, koska
mddrd on perustana mddritettidessid tarvittavan ristisil-
loittavan aineen stékitmetrinen m33ri.

Valmistettaessa t&mdn keksinnd¥n mukaisia vertailu-
ndytteitd merkittdvin parametri ei kuitenkaan ole solujen
madra vaan kokonaishemoglobiinin m&33iri soluissa esitettynd
grammoina desilitraa kohti.

Solujen hemoglobiinin md&drd voidaan mi3rittdd alan
ammattimiehen tuntemalla menetelm&ll&. Suspension, jossa
on tunnettu mdard punaisia verisoluja, annetaan esimerkik-
si reagoida syanidin kanssa liuoksessa, joka sis#ilt44 ha-
pettavaa ainetta ja ainetta, joka aiheuttaa solujen lyy-
sin. Hemoglobiinin syanidijohdannaisella on tunnettu eks-
tinktiokerroin. Niinp4 kdyttden laboratoriospektrometrii
voidaan mddrittdd ndytteen hemoglobiinipitoisuus.

Tamdn keksinndn edut ovat helpommin ymm&rrettidvissi
seuraavien esimerkkien avulla. Kaikki kuvatut toimenpiteet
suoritetaan aseptisesti steriileiss8 olosuhteissa.

Esimerkki I

Erytrosyyttien erotus kokoveresti

Annos vanhaa kokoverta pestiin kolmessa vaiheessa
0,9 % suolaliuoksella kdyttden IBM Model 2991-1 sentrifu-
gia. Kussakin vaiheessa k#dytettiin noin yksi litra pesu-
liuosta. Nahkamainen kalvo poistettiin ja pestyt punaiset
verisolut suspendoitiin suolaliuokseen.
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Esimerkki II
Steriilien verisolujen kiinnitys

Valmistettaessa oksihemoglobiini- ja karboksihemo-
globiinisocluja t#midn keksinn®n mukaisesti valmistettiin
kiinnittdva puskuriliuos, jonka pH oli 9,2 ki#ytt#en seu-
raavaa koostumusta:

Taulukko I
Aineosat Mddrd 5 litraa kohti
Natriumkarbonaatti 7,22 g
Natriumbikarbonaatti 1,48 g
Deionisoitu vesi Q,Ss.
Natriumkloridi Q,S.

Valmistettaessa kiinnitt#dva4 puskuria pH s#idettiin
kdyttden 0,1 M natriumkarbonaatin ja natriumbikarbonaatin
liuoksia, karbonaattia k#dytettiin nostamaan pH:a ja bikar-
bonaattia laskemaan pH:a, tarpeen mukaan, jotta pH saatiin
arvoon 9,2 + 0,5. Natriumkloridia lisdttiin s#4t&m3in
liuoksen osmolaalisuus arvoon 320 mOsm/kg * 5 mOsm/kg.
Natriumkloridia tarvitaan noin 5 g/1.

A. Oksihemoglobiinisolut

Pestyt punaiset verisolut (RBCs), jotka oli valmis-
tettu esimerkissd I kuvatulla tavalla yhdestd yksikdstd
kokoverta, suspendoitiin kiinnitett#vdin puskuriin ja so-
lujen md&r4 s#sdettiin arvoon 6,0 x 10° + 0,2 x 10° RBCs/p-
l. Kiinnittdv&4 puskuria tarvittiin suunnilleen kolme lit-
raa. Kiinte8d dimetyyliadipimidaatin hydrokloridia lis&t-
tiin niin, ett4d sen konsentraatio oli 0,9 g/l. valittOmas-
ti t&mdn jélkeen annettiin hapen kuplia suspension l&pi
samalla seosta sekoittaen. Sekoitusta ja kaasutusta jat-
kettiin 25°C:ssa inkuboiden 25 minuuttia. Inkubointijakson
jédlkeen solut sentrifugoitiin ja pestiin puskurilla. Pesu-

puskurin koostumus oli seuraava:
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Taulukko I1

Aineosat Mddrd 2 litraa kohti
HEPES 28,56 g
Natriumbikarbonaatti 3,38 g
Deionisoitu vesi Q.S.

Puskurin pH s##dettiin arvoon 7,15 * 0,4 5N
NaOH:1la, ja osmolaalisuus s##dettiin arvoon 320 mOsm/kg *
5 mOsm/kg NaCl:1lla (suunnilleen 6 g/l.). Pesuliuos suoda-
tettiin steriilin 0,22 pm Millipore-suodattimen l&pi. Pes-
tyt solut ker&dttiin suureen pulloon.

B. Karboksihemoglobiinisolut

Menetelm#, jolla valmistettiin oksihemoglobiiniso-
loja, toistettiin korvaamalla happi hiilimonoksidilla kar-
boksihemoglobiinisolujen valmistamiseksi.

Esimerkki III

Verikaasu-hemoglobiini-analyysinvertailundytteiden
valmistus

Valmistettiin kolme verikaasu-hemoglobiini-analyy-
sin vertailundytettd kolmena pitoisuutena kuvaten veren
fysiologisia tiloja: Pitoisuus I -asidoosi, pitoisuus II -
normaali ja pitoisuus III - alkaloosi. Pitoisuudella II
kdytettiin vain oksihemoglobiinia sis#dltdvid soluja, kun
taas pitoisuuksilla I ja III k#ytettiin oksihemoglobiini-
solujen ja karboksihemoglobiinisolujen seosta. Kullekin
pitoisuudelle k&dytetyn suspensiovdliaineen kooostumus on
esitetty taulukossa III.
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Taulukko III
M88rd 1 litraa kohti

Pitoi- Pitoi- Pitoi-

Aineosa suus I suus II toisuus III
Har&n seerumialbumiini 60 g 60 g 60 g
HEPES-puskuri 14,28 g 14,28 g 14,28 g
Ditioerytritoli 0,154 g 0,154 g 0,154 g
Neomysiinisulfaatti 0,110 ¢ 0,110 g 0,110 g
Kloramfenikoli 0,330 g 0,330 g 0,330 g
EDTA 2,23 g 2,23 g 2,23 g
Natriubikarbonaatti 0,845 g 2,895 g 9,10 g
Deionisoitu vesi Q.S. Q.S. Q.S.
Natriumkloridi Q.S. Q.S. Q.S.

pH 7,15+04 7,404 7,65+04

Kullakin pitoisuudella pH s##ddettiin kdyttdmalla 5
N NaOH:a. Liuoksen osmolaalisuus s&ddettiin arvoon 320
mOsm/kg + 5 mOsm/kg suunnilleen 2 g/l:1la NaCl:a.

Vertailundytteet valmistettiin 1000 ampullin erissi
testausta varten. Kukin 3 ml:n ampulli taytettiin 1,7
ml:lla materiaalia. Ampulleja valmistettaessa kdytettiin
taulukossa IV esitettyjd sekoituksia.
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Taulukko IV

Verikaasun vertailundyte-

Aineosa ampullin valmistus

1 i 111
Suspensiovaliaine’ 2,9 13 3,4 1° 3,5 1°
Oksihemoglobiinisolut? 958 ml! 1,7 1 1303 ml*
Karboksihemoglobiini-
solut? 217 ml - 1050 ml
Kaasuseos %0, - %CO,,
tasapaino N, 20-5 12-5 7-10
P, mm Hg 207 357 60+7
P, mm Hg 14010 100+10 5010
Kékonaishemoglobii—
ni (g/dl) 9+1 13+1 17+1
% Oksihemoglobiini 83+3 96+2 633
% Karboksihemoglobiini  15%2 <5 32+3
% Methemoglobiini <3 <3 <3

1. Taulukossa III kuvattu suspensiovdliaine.

2. Valmistettu esimerkeissd IIa ja B kuvatulla ta-
valla.

3. Likim8&raiset arvot.

4. Sekoitettu pesuliuoksessa olevien solujen sus-
pensioista (taulukko II). Karboksihemoglobiinia sis&lta-
vien solujen m&&rd on valittu ja sopiva md8&rd oksihemoglo-
biinia sisdltdvid soluja on lis#tty.

Kolmen vertailuaineen pitoisuustason on tarkoitettu
kattavan alueen, jolle testilaitteisto kalibroidaan, esim.
kokonaishemoglobiini 6-20 % (paino/tilavuus). Kokonaishe-
moglobiinin normaalitaso on noin 12 %, kun taas alhainen
taso (pitoisuus I) on 8-9 % ja korkea taso (pitoisuus III)
on noin 18-19 %.

Ampullit, joiden tilavuus oli 3 ml, tédytettiin 1,7
ml:1lla suspensiota. Ennen tdyttdmistd ampulleihin annet-
tiin wvirrata sopivaa kaasuseosta ilman korvaamiseksi.
Kaasun annettiin levittyd nesteen pinnalle ilman ettd nes-
te olisi vaahdonnut.
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Verikaasu-hemoglobiini-analyysin vertailundytteet
todettiin stabiileiksi noin 155-430 p4divén ajan varastoi-
taessa 4°C:ssa. Vertailun vuoksi valmistettujen formalde-
hydilld stabiloitujen erytrosyyttien, valmistettu US-pa-
tenttijulkaisussa 3 973 913 kuvatulla tavalla ja modifioi-
tu alla kuvatulla tavalla, stabiilisuus o0li vdhemm&n kuin
60 pdivdid. Em. patenttijulkaisun menetelm&#i modifioitiin
seuraavasti:

(1) natriumkarbonaattia ei lisdtty sen jdlkeen, kun solut
oli kiinnitetty P, -pitoisuuksien sd&témiseksi,

(2) lopullinen pusﬁuri oli 0,75 ml HEPES 0,075 M NaCl, pH
7,4, ja (3) pH:a el endd s#diddetty ennen ampulleihin lait-
tamista. Kaupallisesti saatavan tuotteen, joka oli valmis-
tettu formaldehydilld kiinnitetyistd erytrosyyteistd,
elinidksi todettiin noin 60 pdivii.

Esimerkki IV

Proteiinia ristisilloittavien aineiden vertailu

Suoritettiin vertailevia tutkimuksia vertailundyt-
teilld, jotka oli valmistettu soluista, jotka oli risti-
silloitettu formaldehydills, natriumtetrationaatilla, dia-
midilla, dietyylioksidiformaatilla ja dimetyylisuberimi-
daatilla. Formaldehydi oli tehokas kiinnittdva aine, mutta
silld ei saavutettu samaa stabiilisuutta kuin DMA:lla.
Vaikka dimetyylisuberimidaatti oli tehokas ristisilloit-
tava aine, siind oli suurempila pdivittdisid ja ampullikoh-
taisia vaihteluita kuin DMA:1lla kiinnitetyilld soluilla.

Diamidilla ja natriumtetrationaatilla kiinnitys
suoritettiin menetelmdlld, jonka Haest, C.W.M., et al.
ovat kuvanneet, "Intra and Intermolecular Cross-Linking of
Membrane Proteins In Intact Erythrocytes and Ghosts by
SH-Oxidizing Agents", Biochem. Biophys. Act. 469: 226-230
(1977), tiettyj4 modifikaatioita lukuunottamatta. In-
kubointiaika pidennettiin kolmeen tuntiin ja punaisten
verisolujen pesu suoritettiin Haemonetics 15M solujen pe-

susysteemilld, joka korvasi panospesuprosessin.
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Erytrosyytit, jotka oli kiinnitetty diamidilla tai
natriumtetrationaatilla, olivat 4arimmdisen pysymidttdmisg,
ja hajosivat tdysin kolmen viikon sdilytyksen j&lkeen
4°C:ssa tai 25°C:ssa. Hajonneiden solujen jatkettu varas-
tointi 25°C:ssa johti 1liuoksen geeliytymiseen kahdessa
kuukaudessa.

Valmistettaessa dietyylioksidiformaatilla stabi-
loituja soluja suolaliuosta sis8ltédv8 suspensiovdliaine
korvattiin 0,1 M NaCl - 0,5 M Tris-puskurilla pH:ssa 9,0.
0,4 ml dietyylioksidiformaattia lis&ttiin 125 ml:aan solu-
suspensiota, ja seosta sekoitettiin kaksi tuntia 25°C:ssa.

Vertailun3ytteet, jotka oli valmistettu dietyyli-
oksidiformaatin avulla, olivat myds epadtyydyttavid. P, oli
stabiili ainakin viisi kuukautta, kun suspensiota v;ras—
toitiin 4°C:ssa, mutta P, :n p#ivittdiset ja ampullikoh-
taiset vaihtelut eivét oll;et hyvdksyttdvia.

Esimerkki V

Methemoglobiinin stabilointireagenssit

Nystatiinin, maitohapon, kolesterolin, natriumfuma-
raatin ja ksylitolin lis#8minen ei parantanut hemoglobii-
nin stabiilisuutta verrattuna vertailundytteisiin, jotka
sisdlsivdt ditioerytritolia. Tulokset on esitetty taulu-
kossa V.

Taulukko V
Methemoglobiinin stabilointi
Stabilisaattori  alkuper#dinen 175 paivasg'

% MetHb.l. Nystatiini 0,1 4,0
2. Ksylitoli 0,2 4,8
3. Fumaraatti 0,3 5,8
4. Kolesteroli 1,4 3,4
5. Laktaatti 0,3 3,1
6. Vertailu 0,4 5,9
7. Ditioerytritoli 0,3 2,5

(1) arvot ovat keskiarvoja kolmestd m#srityksestd
2) arvot saatu 196 padividn jilkeen
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Kuvauksen perusteella on alan ammattimiehelle il-
meistd, ettd tdmdn keksinndn mukaiset tuotteet kaikkein
edullisimmin valmistetaan pakkauksen muotoon. Edullisesti
pakkaus sisdltdd ainakin yhden ampullin kutakin pitoisuus-
tasoa (asidoosi,normaali ja alkaloosi) edustavaa ver-
tailundytettd. Fysiologiset pH:n vaihteluvdlit kullekin
tasolle ovat: asidoosi -7,0 -7,3; normaali - 7,4 + 0,1;
alkaloosi - 7,6 £ 0,1.

Termeilld "stabiloidut oksihemoglobiinia sis&ltavéat
erytrosyytit" ja "stabiloidut karboksihemoglobiinia sisdl-
tdvat erytrosyytit" tarkoitetaan erytrosyytteji, jotka on
stabiloitu tdmén keksinntn mukaisella menetelmdlld, jossa
kaasu, johon erytrosyytit ovat kosketuksissa stabiloinnin
aikana, on vastaavasti happi ja hiilimonoksidi. On ymm3r-
rettdvd, ettd kun tdss8d8 julkaisussa viitataan hemoglobii-
niin, oksihemoglobiiniin ja karboksihemoglobiiniin, tar-
koitetaan nditd sisdltdvid erytrosyyttejid, ellei toisin
ole mainittu.

Kun keksintd on ndin kuvattu, on ilmeistd, ettd
sit8 voidaan vaihdella monilla tavoilla. T&llaisia variaa-
tioita ei tule pitdd poikkeamisena keksinntn hengestd ja
piiristd, ja kaikkien tdllaisten modifikaatioiden katso-
taan sis#ltyvén patenttivaatimusten piiriin.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd stabiloida nisdkk&&n erytrosyytteja
kdytettdviksi verikaasu-hemoglobiini-analyysiss& vertailu-
aineena, tunnettu siitd, etta:

(a) suspendoidaan kyseiset erytrosyytit puskuroituun kiin-
nitysvdliaineeseen, joka koostuu puskurointiaineen vesi-
liuoksesta, v&dliaineen pH:n ollessa v&lilld noin 7,3 -
11,3;

(b) saatetaan erytrosyytit kosketuksiin kaasun kanssa, jo-
ka kaasu on happea tai hiilimonoksidia, imidoesterin l&s-
nidollessa laémpdtilassa v&lilld noin 20°C - 30°C reak-
tiocajan ollessa noin 15-60 minuuttia; ja

(c) otetaan talteen stabiloidut erytrosyytit.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettusiitd, ettd erytrosyytti on ihmisen eryt-
rosyytti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettusiiti, ettd imidoesteri on dimetyyliadipi-
midaatti tai dimetyylisuberimidaatti.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm§,
tunnettusiitd, ettd kaasu on happi.

5. Patenttivaatimuksessa 1 esitetyn menetelmdn mu-
kaisesti valmistettu stabiloitu erytrosyytti.

6. Verikaasu-hemoglobiini-analyysin vertailundyte-
tuote, tunnettusiitd, ettd se sisdltda:

(a) puskuroidun suspensiovdliaineen, joka koostuu pusku-
rointiaineen vesiliuoksesta, kyseisen vdliaineen pH:n ol-
lessa v&l1ill4 noin 6,8 - 8,0; ja

(b) stabiloituja erytrosyyttejd, jotka on valmistettu pa-
tenttivaatimuksessa 1 esitetyn menetelmén mukaisesti, jol-
loin kyseisten erytrosyyttien m#3rd suspensioviéliaineessa
sellainen, ett&d suspensiovdliaineen kokonaishemoglobiinin
konsentraatio on noin 3-24 g/dl; kyseisen hemoglobiinin
sis#dltdessi noin 60-100 $ oksihemoglobiinia ja noin 0-35 %
karboksihemoglobiinia.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen tuote, t u n -
nettusiitid, ettd suspensiovdliaine sisdltdd ditio-
erytritolia konsentraationa noin 0,07 - 0,77 grammaa sus-
pensiovdliaineen litraa kohti.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen tuote, t u n -
nettusiitd, ettd erytrosyytit ovat joko oksihemoglo-
biinia sis8ltavid erytrosyyttejd, karboksihemoglobiinia
sisidltidvisd erytrosyyttejd tai ndiden seoksia.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen tuote, t u n -
nettusiita, ettd se on suljettu ampulliin, ampullin
ilmakehd koostuu hapesta, hiilimonoksidista ja inertisté
kaasusta, hapen osapaine on noin 20-400 mmHg ja hiilimo-
noksidin osapaine on noin 10-75 mmHg.

10. Pakkaus, tunne t t u siitd, ettd se sisil-
td8 ainakin yhden ampullin patenttivaatimuksen 9 mukaista
tuotetta.
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Patentkrav

1. Férfarande for stabilisering av ddggdjurserytro-
cyter f8r anvindning som kontroll vid blodgas-hemoglobin-
analys, k 4 nnetecknat didrav, att
(a) erytrocyterna suspenderas i ett buffrat fixerings-
medium, som omfattar en vattenldsning av buffertmedel och
har ett pH-vdrde av cirka 7,3-11,3;

(b) erytrocyterna bringas i kontakt med en gas, som d&r
syre eller kolmonoxid, i n&rvaro av en imidoester vid en
temperatur av cirka 20-30°C fdr en reaktionstid av cirka
15-60 minuter; och

(c) de stabiliserade erytrocyterna tillvaratas.

2. Fdorfarande enligt patentkravet 1, k a n n e -

t ec knat dirav, att erytrocyten &r en humanerytrocyt.

3. F6rfarande enligt patentkravet 1, Kk 8 n ne -

t ec kna t dirav, att imidoestern av dimetyladipimidat
eller dimetylsuberimidat.

4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e -

t e c k nat dirav, att gasen &r syre.

5. Stabiliserad erytrocyt som framstdllts i en-
lighet med fdrfarandet i patentkravet 1.

6. Kontrollprodukt f&r blodgas-hemoglobin-analys,
kdnnetecknad dirav, att den innehdller:

(a) ett buffrat suspensionsmedium som omfattar en vat-
tenldsning av buffertmedel och har ett pH av cirka 6,8-
8,0; och

(b) stabiliserade erytrocyter, som framstdllts i enlighet
med forfarandet i patentkravet 1, varvid halten av ndmnda
erytrocyter i suspensionsmediet 4r sddant, att den totala
koncentrationen av hemoglobin i suspensionsmediet &r cirka
3-24 g/dl; och varvid n&mnda hemoglobin innehaller cirka
60-100 % oxihemoglobin och cirka 0-35 % karboxihemoglobin.

7. Produkt enligt patentkravet 6, k 8 n n e -

t ec kna t dirav, att suspensionsmediet innehiller di-
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tiocerytritol i en koncentration av cirka 0,07-0,77 g/l
suspensionsmedium.

8. Produkt enligt patentkravet 6, k d n n e -
t e ck nat dirav, att erytrocyterna dr oxihemoglobinin-
nehdllande erytrocyter, karboxihemoglobininnehallande
erytrocyter eller blandningar av dessa.

9. Produkt enligt patentkravet 6, k d n n e -
t ec k n a t dirav, att den 4r innesluten i en ampull
vars atmosfir omfattar syre, kolmonoxid och inert gas,
syrets deltryck &r cirka 20-400 mmHg och kolmonoxidets
deltryck &r cirka 10-75 mmHg.

10. F8rpackning, k 8 nne tec knad dadrav, att
den innehdller Atminstone en ampull av produkten enligt

patentkravet 9.
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