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Raskauden médritysmenetelmd-véritesti. - Firgtest f8r bestHmmande
av graviditet.

Oheisen keksinndn kohteena oﬁmraskauden mddrittidimiseen tarkoitettu

entsymaattinen vidritesti.

HCG-entsyymin midrittémiseksi tunnetaan erilaisia menetelmid. Erdisséd
menetelmissd (biologiset menetelm#t) on kdytettdvd tiettyja eldimii,
esimerkiksi kaneja, hiirid, sammakoita jne. N&illd biologisilla tes-
teilld on vakavia haittoja; niissi on oltava kdytettivissi useita
eldimid, jotka on sdilytettdvd ja joiden tdytyy tidyttdd tiettyjd vaa-
timuksia, mik4 tekee menetelméin aikaa vieviksi, monimutkaiseksi ja

kalliiksi.

Tunnetaan myds erditd muita testejd (immunologiset testit), joissa
kdytetddn tiettyjd diagnostisia serodiagnostisia seoksia (kts. esim.
israelilaiset patenttiiulkaisut‘lQBOl ja 34960).

Tunnetaan myds viritesti, jossa kdytet#idn vasta-aine-entsyymi-konju-
gaatteja (kts. FEBS Letters, Vol. 43, n:0o 2, July 1974, sivut 215-217).

Sekd immunologiset ettd vidritestit vaativat monimutkaisia laitteita
ja ne voidaan suorittaa vain riittdvdn hyvin varustetussa laborato-

riossa ja ammattitaitoisten henkildiden avulla.



Kuitenkin on tullut tarpeelliseksl kehittdd testi, joka voidaan suo-
rittaa kotona siten, ettd jokainen nainen vol helposti mifrittdi,

onko hdn raskaana vai ei. Tﬁilaisessa menetelmdssd el luonnollisesti-
kaan tule tarvita monimutkaisia lajtteita ja se on voiltava suorittaa

yksinkertaisten onhjeiden avulla.

Oneisen keksinndn kohteena on siten raskauden mddritysmenetelmd, jossa
entsyymi-merkattua anti-HCG~XG sekoitetaan naisen jonkin kehonesteen
kanssa, minkd jdlkeen mainittu seos sekoitetaan liukenemattomaksi
tehdyn anti-HCG-IgG (geeli) kanssa ja tietyn ajan kuluttua sekoitetaan

kehitysvdriliuoksen kanssa.

HCG tarkoittaa ihmissiki®n suonikalvon gonadofktropiinia ja IgG on
immunoblobuliini G.

Oheisen keksinnén mukaisessa menetelmédsséd voidaan entsyymeind kdyttdd
erilaisia tunnettuja entsyymejd. Suositeltuja entsyymeji ovat kuiten—
kin piparjuuriperoksidaasﬁﬂ, alkali—fosfataasyija glukoosi-oksidaas}d.

Kidytettdvit vidriliuokset riippuvat kiytetystd entsyymistd. Siten
esimerkiksi piparjuuriperoksidaasia kdytettdessd kidytetddn parhaiten
o-dianisidiinia H202—1iuoksessa. Toisena sopivana yhdisteend mainit-

takoon bentsidiini.

Anti HCG-IgG voidaan ottaa talteen mistHd tahansa sopivasta ldhteestd,
mikdli saatu aine on riitt#vidn spesifistd. Siten esimerkiksi mainitun
aineen sopivia ldhteitd voivat olla kaniinit, wuohet ja muut eldimet

tai linnut.

Reksinndn eridisséd suositellussa suoritusmuodossa lisdtddn yhtid tai
kahta seuraavista aineista testin tekemiseksi vield herkemmiksi:

.@. normaali y-globuliini, joka on saatu jostain sopivasta l&hteestd -
esimerkiksi kaniineista, lampaista tal vuohista;

b. jokin vapaa anti HCG-IgG, joka on saatu samasta l¥hteestd kuin
geeli ja entsyymi-merkitty HCG-IgG. Jos n¥itd yhdisteitd kdytetddn,
ne sekoitetaan ensin entsyymi-merkityn anti HCG-IgG:n kanssa.



Kehonesteend voldaan kdyttdd mitd tahansa naisesta saatua nestettsi,

parhaiten virtsaa.

Keksinnon erdlssd suositellussa suoritusmuodossa pestddn koko seos
ennen viriliuoksella kehittdmistéddn useita kertoja sopivalla pesu-
liuoksella - esimerkiksi boraatti-suolaliuoksella.

Testi voidaan suorittaa missd tahansa sopivassa lHpindkyvdssd astias-
sa, esimerkiksi koeputkessa, pussissa, paperissa jne.

S8iind tapauksessa, ettd nainen on raskaana, so. kehonesteessd on
HCG-entsyymid, kehitysliuoksen lisdiémisen jdlkeen muodostuu entsyy-
mille spesifinen kdytettyd vidrii vastaava véri. Kun noin puolen
tunnin kuluttua kehitysliuoksen lisddmisen jdlkeen mitddn vdrid ei
muodostu, tdmd on osoitus siitd, ettd nainen ei ole raskaana.

Oheisen keksinndn kohteena on myds testilaatikko, joka sis#ltdi
oheisen keksinndn mukaisen testin suorittamiseen tarvittavat seuraavat

ainesosat:

a. entsyymi-merkattu anti HCG-IgG;
b. liukenemattomaksi tehty anti-HCG-IgG;
C. sopiva vidriliuos.

Suositellussa suoritusmuodossa entsyymi-merkattu anti HCG-IgG sisdlt&&
myds normaalia y-globuliinia ja/tal vapaata anti HCG-IgG.

Ainesosa a. sdilytetdin ja myyddin parhaiten lyofilisoidussa muodossa.

Kaikkia mainittuja ainesosia ei luonnollisestikaan tarvitse pakata
samaan testilaatikkoon. Siten vaikkakin yksi tai kaksi mainituista
ainesosigta on pakattu erikseen, t8mid on kdsitettdvi sisdltyviksi

cheisen keksinndn pliriin. .

Oheista keksintd4 havainnollistetaan viitaten seuraaviin esimerkkeihin
niihin kuitenkaan rajoittumatta.



Esimerkki 1

Anti HCG-IgG:n valmistus

Normaaleihin kaniineihin injektoitiin kolme kertaa (kerran viikossa)
jalkapohjaan lihaksensisdisesti 0,6 ml HCG:n, joka oli homogenisoitu
yhtd suuren tilavuuden kanssa tdydellistd Freund'in apuainetta, sus-
pensiota. Lopullinen HCG-konsentraatio oli 0,5 mg/ml. HCG-entsyymin
teho vol vaihdella vdlilld 2800 - 3600 u/mg eikéd ole mill&d#n tavoin
kriittinen immunisoinnin onnistumiselle. HCG liuotettiin O,85-prosent-
tiseen natriumkloridiliuokseen. Se voidaan liuottaa my®s mihin tahansa
muuhun sopivaan puskuriliuokseen, jonka pH on vdlilli 6,8 - 8,5. Vii-
kon kuluttua viimeisestd injektiosta kaniineista valutettiin verli ja
seerumi erotettiin sentrifugoimalla. Epispesifiset vasta-aineet
erotettiin seerumista inkuboimalla puoli tuntia yhtd suuren tilavuuden
kanssa liukenemattomaksi tehtyd normaalin ihmisen seerumia, minkd

jédlkeen liuos sentrifugoitiin.

Spesifinen antl HCG-IgG saostettiin seerumista lisd8millid anti HCG-
seerumiin 60 % (tilavuus/tilavuus) kyllidstettyd ammoniumsulfaatti-
liuosta (75 $ paino/tilavuus). Saatu sakka liuotettiin puskuroituun
suolaliuckseen ja liuosta dialysoitiin 2 - 3 pdiv#d samaa puskuroitua

suolaliuvuosta vasten.

Tdssd ja seuraavissa esimerkeissd kéytetty boraatti-suolaliuos val-

mistettiin seuraavasti:

1l. NaCl 0,85 %

II1. HBBO3 12,37 g
NaOH 0,52 g
Nacl 8,00 g
HZO 1000 ml:aan

97 ml liuosta 1 sekoitettiin 3 ml:n kanssa liuosta II.

Anti HCG-IgG konsentraatio middritetdin spektrofotometrisesti aallon-
pituudella 280 mn} l,4 Ob vastaa 1 mg/ml IgG.

Tdrkedd on, ettd varmistetaan, ettei saatu valmiste sisdlld peroksi-

daasiaktiivisuutta.



Esimerkki 2

Liuvkenemattoman anti HCG-Iggin valmistus

Reaktio suoritettiin fluoresenssilampun valkoisen valon alla. valo-
sdhkdinen reaktio tapahtui sen jdlkeen, kun o0li sekditettu 2,5 ml
bisakryyliamidiliuosta, 2,5 ml boraatti-suolaliuosta, 1 ml proteiine-
ja (jotka sis#lsivét 30 - 50 mg anti HCG-IgG ja muuta sopivaa proteii-
nildhdettd, esimerkiksi normaalia kaniinin IgG, hirin seerumialbumii-
nia (BSA) jne., jonka konsentraatio oli 100 mg/ml) ja 0,1 - 0,3 ml
riboflaviinia (0,2 mg/ml vesiliuosta). Kun mainittua seosta inku-
boitiin puoli tuntia 25 - 36°C:ssa, muodostui liukenematon geeli.
Geeli homogenisoitiin ja pestiin kolme kertaa boraatti-suolaliuoksessa.
Testiin kdytetty pakatun geelin midrd on noin 0,1 - 1,0. Bisakryyli-
amidiliuos valmistettiin seuraavasti:

1 g bis-(N,N'-metyleenibisakryyliamidia) (7THyoN,0,) ja
4 g akryyliamidia (CH2CHCDNH2) liuotettiin 19 ml:aan tislattua vettd.

Esimerkki 3

Entsyvmi-merkatun anti HCG-1gG:n valmistus

5 mg piparjuuri-peroksidaasia liuotettiin 1,0 ml:aan 0,3 natriumbi-
karbonaattia. Mainittuun liuokseen lisHttiin 0,1 ml l-prosenttista
o-fluoridinitrobentseeniliuosta absdluuttisesta alkoholissa ja seosta
sekoitettiin varovasti yksi tunti. LisHttiin 1,0 ml 0,06 natriumper-—
jodaattia ja sekoittamista jatkettiin 30 minuuttia. Sen jdlkeen li-
sdttiin 1,0 ml 0,16 etyleeniglykolia ja sekoittamista jatkettiin.

Sen jdlkeen seos dialysoitiin karbonaattipuskuria (0,0lM pH 9,5) vasten
yhden pdividn ajan 4°c:ssa. 5 mg lisdttiin anti HCG-IgG:en ja seosta
sekoitettiin huoneen ldmpdtilassa 2 - 3 tuntia. Sen jHlkeen seos
dialysoitiin 0,01 (FBS)-liuvosta, pH 7,1, vasten 4°C:ssa. FBS—-liuos
valmistettiin sekoittamalla: :

17,5 ml NaZHPo4 0,15 +
32,5 " KH2P04 0,15 +
50 " suolaliuos (0,85 ¢ NacCl)



Ndin merkittiin noin 90 % immunoglobuliinista ja 70 - 90 % peroksi-
daasia kytkettiin IgG:n kanssa. Merkattu anti-HCG-IgG valmistettiin
loppuun johtamalla dialysaatti Sephadex G200 (Pharmacia Ab) pylviidn
lépi. Entsyymi-merkattua anti HCG voidaan s&dilyttdd pakastekuivatussa
muodossa yhteen tal useampaan testiin sopivassa konsentraatiossa.
Entsyymin aktiivisuus mitataan spektrofotometrissd ndkyvdlli valolla
aallonpituudella 460.%%( (0,1 ml testiseosta, 2,9 ml vidrild, inku-
bointi 3 minuuttia huoneen l&mp8tilassa). Reaktion lopettamiseksi
ligdttiin 1 pisara HCG 6N ja tulos luetttiin spektrofotometristi.
Entsyymin aktiivisuus 1lmoitetaan mU-yksikkdind ja se lasketaan

seuraavasti:

1 mu = A/min. 103
3,766

A = OD-absorptio

Egsimerkki 4

Kokeen suorittaminen

Seuraavat reagenssit sekoitetaan koeputkessa ja niitd inkuboidaan
1/4 - 1/2 tuntia.

a. 0,1 ml entsyymi-merkattua anti HCG, jonka entsyymin aktiivisuus
on 65 mar, MWW

b. 0,1 ml normaalia Kaniinin y-globuliinia (tai lampaan tai wvuohen),
jonka konsentraatio on 10 - 100 mg/ml.

¢. 0,1 ml testattavaa kehonestettd, parhaiten virtsaa.

Reaktio saadaan herkemmiksi lis3dméill} 0,1 mg - 0,5 mg anti HCG~IgG.

Esi-inkubointijakson j&lkeeh seos laitetaan toiseen koeputkeen, joka
sisdltdd pakattua, liukenemattomaksi tehty¥ anti HCG-IgG-geelil

noin 0,3 ml. T4tad seosta inkuboidaan 15 - 30 minuuttia. Tdmdn jdlkeen
seos pestddn nelj¥ kertaa boraatti-suolaliuoksella (sentrifugoimalla
tal johtamalla liuos boraatti-suoclaliuvosmiirin ldpi tai upottamalla
nallonpussi liudkseen). Viimeisen pesun jéilkeen lis&it¥%n 2,5 ml
kehitysviriliuvosta (valmistettu jdljempdnd kuvatulla tavalla), seosta
ravistellaan hyvin ja annetaan seistd noin 5 minuuttia. Jos testatta-
vassa kehonesteessd on HCG, muodostuu punertavanruskea viri.



vidriliuoksen valmigtus

0,5 ml O,3-prosenttista Hzoz—liuosta lisgtédn 0,01 fosfaattipuskuriin,
jonka pH on 6, 50 ml tilavuuteen asti. Sen jdlkeen mainittuun puskuri-
liuokseen lisdtéidn 0,41 ml l-prosenttista ortodianisidiinin vesi-
liuvosta.



Patenttivaatimukset

1. Raskauden middritysmenetelm, tu nnet tu siitd, ettd entsyy-
mi-merkattua anti HCG~IgG sekoitetaan nalsen jonkin kehonesteen
kanssa; sen jdlkeen mainittua seosta sekoitetaan liukenemattomaksi
tehdyn anti HCG-IgG:n (geeli) kanssa ja tietyn ajan kuluttua seos
sekoltetaan kehitysvdriliucksen kanssa.

2, Patenttivaatimuksen ]l mukainen menetelmii, t unnet tu siitd,
ettd kdytetty entsyymi on piparjuuri-peroksidaasi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi, t unnettu
8iitd, ettd vdriliuos on o-dianisidiini H202-liuoksessa.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelmdi, tunnet -
t u siitHd, ettd entsyymi—merkattu anti HCG-IgG sekoitetaan normaalin

Y-globuliinin kanssa.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelmdi, tunnet -
t u siitd, ettd entsyymi-merkattu anti HCG-IgG sekoltetaan vapaan

antli HCG~IgG:n kanssa.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen menetelmi, tunnet -
t u siitd, etti kidytetty kehoneste on virtsa.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen menetelmi, tunne t -
t u siitd, ettd seos pestdldn ennen vidriliuoksen lisiimistd.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmi, t un n.e.t t-u siitd,
ettd pesuliuos on boraatti-suolaliuos.

9. Raskauden midritysmenetelms, joka on oleellisesti samanlainen
" kuin edelld on kuvattu esimerkkeihin viitaten.

10. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 9 mukaisen raskauden midritysmene-
telm#n suorittamiseen tarkoitettu testilaatikko, tunne t t u
silitd, ettd se sisdltdd seuraavat ainekset:

a. entsyymi-meﬂgkktu HCG-I1gG;

b. liukenemattomaksi tehty anti HCG-IgG;

C. sopiva vdriliuos.



(.

ll. Patenttivaatimuksen 10 mukainen testilaatikko, tunnettau
siit¥, etti entsyymi-merkattu anti HCG-IgG sekoitetaan normaalin y-

globuliinin kanssa.

12. Patenttivaatimuksen 10 tai 11 mukainen testilaatikko, tunnet
t u siitd, ettd entsyymi-merkattu anti HCG-IgG sekoitetaan vapaan
anti HCG-IgG:n kanssa.

13. Jonkin patenttivaatimuksen 10 - 12 mukainen testilaatikko,
tunnettu siitd, ettd ainesosa a. on lyofilisoidussa muodossa.



Patentkrav

1, Bestdmningsfbrfarande av graviditet, k a nne tecknat

dirav, att entsymméirkt antli HCG-IgG blandas i ndgorn av kvinnans
kroppsvétskor; varefter den n&mnda blandningen blandas med de ol&slig-
gjdrda anti HCG-IgG (gel) och efter en viss tid blandas blandningen

med framkallningsfdrgldsningen.

2. Fb6rfarandet enligt patentkravet 1, kdnnetecknat
ddrav, att det anvidnda entsymet avser pepparrot-peroxidas.

3. Fdrfarandet enligt patentkravet 1l eller 2, k &nne tecknat
didrav, att fdrgl8sningen avser o-dianisid i Hzoz—lﬁsningen.

4. Férfarandet enligt 8got av patentkraven 1-3, k i nneteck -
n at dirav, att det entsym~-mirkta anti HCG~-IgG blandas med normal

Yy=-globulin.

5. Fbrfarandet enligt ndgot av patentkraven 1-4, k i nne teck -~
n at dirav, att det entsym-miirkta antli HCG-IgG blandas med fri anti

HCG-IgG.

6. Forfarandet enligt ndgot av patentkraven 1-5, k i nneteck -
n a t dirav, att den anvdnda kroppvidtskan &r urin.

7. Fdrfarandet enligt ndgot av patentkraven 1-6, k i nne teck -
n at dérav, att blandningen tvidttas f8re tillsats av firgl¥sningen.

8. Fdrfarandet enligt patentkravet 7, k inne tecknat dirav,
att tvdttlOsningen &r borat-saltl¥sning.

9. BestdmningsfYrfarandet av graviditet, som &r visentligt likadant
som f&rut har beskrivits enligt exemplena.

10. Testasken f8r utfdrande av bestimningsfdrfarandet av graviditet
enligt ndgot av patentkraven 1-9, k Ennetecknad dirav,
att den inneh&ller f8ljande Hmnen:

a. entsym—mirkt HCG-IgG;

b. ol8sliggjord anti HCG~IgG;

c. passande fdrgl¥sning.



11. Testask enligt patentkravet 10, Xk 4 nne tecknad dirav,
att det entsym—mérkta anti HCG-IgG blandas med normal y-globulin.

l12. Testask enligt patentkravet 10 eller 11, k Ennetecknad
dirav, att det entsym-mérkta anti HCG-IgG blandas med fri anti HCG-IgG.

13. Testask enligt ndgot av patentkraven 10-12, k E§nne teck -
nad dirav, att dmnesdelen a 8r 1 lyofilt tillstidnd.
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