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Menetelmd peroksidaasia sisdltdvien seosten stabiloimiseksi

- Férfarande £br stabilisering av blandningar innehallande

peroxidas -

Keksint® k#sittid4 menetelmdd peroksidaasia sisdltdvien
seosten stabiloimiseksi. . _

On tunnettua,'ett&dperoksidaasit, kytkeytyneend toiseen aine-
osaaﬁ tai yksinddn, edivd#t ole kovin stabiileja, erikoisesti alhai-
sissa konsentraatioissa, ja niiden sdilymisominaisuudet ovat sen
vuoksi huonot.

On edelleen osoitettu, ettd peroksidaaseja sisdltdvdt seok-
set ovat hyvin herkkid ja alttiita vahingoittumaan pakastekuivauk-
sessa. .
Peroksidaasit ovat entsyymejd, jotka katalysoivat tiettyjen
yhdisteiden hapettumista, jonka hapettumisen kuluessa peroksidi,
ja erikoisesti vetyperoksidi, toimii donorina. Niit4 voidaan saada
kasveista, esim. piparjuuriperoksidaasi, selkdrankaisista eldimistd,
esimerkiksi tryptofaanipyrrolaasi, ja mikro-organismeista, kuten

cytochrome ¢ peroksidaasi Pseudomonaksesta.
1 :



Peroksidaaseja kdytetddn hyvin sekalaisiin tarkoituksiin,
joihin kuuluu niiden kdyttd reagensseina diagnostisissa mddrityk-
sissd, esim. reagenssina glukoosioksidaasimenetelmdssd glukoosia
mddritettdessd, ja niiden tdrkeys on entisestddn kasvanut niin
kutsutun entsyymi-iImmunotestin kehittdmisen ]alkeen?ﬂfhﬁanolog1$En
arviointimenetelmap, jolla osoitetaan hapteenit, antigeenit ja
antibodit, jossa immunologista aineosaa, esim. antigeenid, kytketty-
nd entsyymiin kdytetdsn reagenssina. Arvioitavan aineosan ja lisd-
tyn aineosan (lisdttyjen éineosien) vilisen reaktion jilkeen,
lopullisen reaktioseoksen tai sen tietyn osan entsyymiaktiivisuus
mitataan ja t4md entsyymiaktiivisuus on arvioitavan aineosan mii-
rén mitta. Suurehko mddrd tdmdn immunologisen testimenetelmdn muun-
noksia ja erilaisten suoritustapojen kdytt®# ovat tunnettﬁja. Mah-
dollinen testin suoritustapa antigeenin osoittamiseksi, esim.

HCG raskauden osoittamiseksi, sisdltdd virtsandytteen inkuboinnin
tietyn médrdn kanssa HCG kytkent#dtuotetta ja entsyymid, ja tietyn
mddridn kanssa HCG:n antibodia, joka on saatettu liukenemattomiksi
tai. voidaan jdlkeenpdin saattaa liukenemattomaksi. Kilpaileva
reaktio tapahtuu toisaalta antibodin ja osoitettavan HCG:n v&1illd
ja toisaalta entsyymiin kytketyn antibodin.ja HCG:n v&1illi. Kun
immunokemiallinen reaktio on.pd3ttynyt, mitataan entsyymiaktiivisuus
lopulta saadussa reaktiotuotteen kiinte#dssi tai nestefaasissa, -
mainitun aktiivisuuden ollessa arvioitavan HCG:n mitta.

Peroksidaasia k&dytetddn edullisesti entsyymin 0501tta3§2id“
tdssd entsyymi-immunotestissd, yhden syistd ollessa se, ettld sede
laaaan entsyymin aktiivisuus voidaan helposti mi#rittd3i kolori-
metrisesti, joka tarkoittaa sitd, ettd arviointi kvalitatiivisissa
mddrityksissd voi tapahtua visuaalisesti.

' Testiseokset, joita markkinoidaan entsyymi-immunotestien suo-
rittamiseksi, sisdltdvit sen vuoksi vdlttdmdtt&midnd aineosana tie-
tyn mdédrdn immunologista komponenttia kytkettyni peroksidaasiin,
jolloin reagenssit edullisesti annetaan kdyttd6n lyofilisoidussa
tilassa. Kuten ylld on huomautettu, peroksidaasin suurin haitta on
kuitenkin se, ettd niiden ominaisuudet eivit sdily alhaisissa
konsentraatioissa liuotetussa eivi3tk& suspendoidussa tilassa mit&d&n
oleelllsta ajanjaksoa. Peroksidaasin aktiivisuus voi my&s alentua
pakasteku1vauksen alkana tali sen seurauksena. Ndistd syistd peroksi-

daasien kdytdn v1eh§tys mitdtdityy.



"Nyt on hdmmistyttdvdsti keksitty, ettd peroksidaasia sisdl-
tdvien seosten, joko lyofilisoitujen tai lyofilisoimattomien,
stabiilisuutta voidaan oleellisesti lisdt4 lisddmdlld seokseen
polyvalenttisia metalli-ioneja. '

Kaikkia polyvalenttisia metalli-ioneja voidaan k&yttdd,
mutta sopivia polyvalenttisia ioneja ovat erikoisesti jaksollisen
jdrjestelmdn jaksojen 3 ja 4 ionit, nimittdin Mg, Ca, So, Ti,

Vy, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga ja Al. Edullisiin polyvalentti-
siin ioneihin kuuluvat Al, Zn, Mg, Fe ja Cu, ja edullisimmin k&dyte-
tddn Fe -ioneja, erikoisesti.ferroioneja, koska ndilld yleensd on
suurempi stabiloiva vaikutus kuin muilla metalli-ioneilla.

Metalli-ionit lisdtd&n yleensé seokseen sopivien metallisuo-
lojen muodossa, kuten sulfaattteaea, fosfaattelna, halogenideina tai
nitraatteina. '

' .Tarvittava metallijohdannaisten minimim#4rd stabiloivan vai-
kutuksen aikaansaamiseksi on 0,0001M. Maksimim#drdlle ei ole pa-
kollisia rajoja, mutta optimi stabiilisuus saavutetaan yleensd
lis44m4114 0,05M, joten edelleen lisHiminen on hyviksyttdvii, mut-
ta tarpeetonta ja;yieﬂpalttista; Peroksidaasin mddrd, joka on ldsni
vesifaasisgsa, jdhon ylld mainittu mddrd metallijohdannaista lisd-
t3dn, on vd1lill4 1 nanogramma ja 25 mikrogrammaa millilitraa koh-
ti, ja se on yleensd v81ill4 10 nanogrammaa ja 10 mikrogrammaa.

On suositeltavaa lis#td myds kompleksinmuodostajaa seokseen,
jotta metalli-ionien vaikutus my8hemmin suoritettavaan immunologi~-
seen arviointiin ehkdistyy. Himmidstyttdvisti kompleksinmuodostajan
lisdykselld ei ole huonontavaa vaikutusta metalli-ionien stabiloi-
vaan kykyyn. Esimerkkej4 sopivista kompleksinmuodostajista ovat:
etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), sitruunahappo, viinihappo,
glukuronihappo, sakkarihappo, ja ndiden happojen sopivat suolat.

Y114 mainittujen aineosien lisdksi seokseen voidaan lisdtd
my8s muita aineita, kuten puskureita, sokereita, esim. sakkaroosia,
sorbitolia tai mannitolia, polyetyleeniglykolia ja/tai proteiineja,
kuten albumiinia.

Peroksidaasia sisdltdvidt vesiliuosseokset, joihin on lisdtty
stabiloiva mddrd metalli-ioneja ja vapaavalintaisesti muita aine-
osia, voidaan markkinoida sellaisenaan, vaikka ne yleensd ensin

lyofilisoidaan.



Peroksidaasia sisdltdvien vesiliuosseosten pakastekuivaaminen
tapahtuu tavallisella tavalla pakastamalla vdlille -40° - -50°C ja
sublimoimalla jd4d alennetussa paineessa.

Ennen sublimointia vesiliuosseos voidaan myés'saattaa ra-
keiden muotoon sumuttamallaTilmaan tai antamalla vesiliuosseostip-
pojen pudota nesteeseen, joka ei ole veteen sekoittuva, ja joka
on kauttaaltaan tai osaksi vesiliuosseoksen jditymispistettd
alemmassa limpStilassa. Tdmin jdlkimmdisen mahdollisuuden etu on
siind, ettd saadaan pakastekuivattuja rakeita, jotka sisdltdvdt
ennalta mi8ritetyt ja tarkasti mitatut mdldrdt reagensseja.

Seuraava taulukko esitt#i peroksidaasivalmisteeseen lisdt-
tyjen eri metalli-ionien stabiloivan vaikutuksen tulosta; numerot
edustavat aikaa viikkoina, jonka jélkeen enemmén kuin 80 % alku-
perdisestd entsyymiaktiivisuudesta voidaan vield todeta.

Metalli-ioni Konsentraatio ©© Lampdtila, °C
..... e ey e 39

Vertailu - 8 2 1

AL, (S0,), 0,01 16 16 10

MgS0, . : 0,01 16 2

ZnCl2 0,01 16 2 1

FeS0, 0,01 20 20 20

Seuraavat esimerkit antavat joukon seoksia, jotka sopivat

keksinnén edelleen kuvaamiseen.
Esimerkki I

Seos, joka sisdlsi piparjuuriperoksidaasia (HRP-RZ 0,6) ja
albumiinia (BSA) suhteessa 1:10, liuotettiin seuraaviin puskureihin:
(a) 0,02M fosfaattipuskuri, pH 6,0, 0,1 % laktalbumiinia, 2,5 %
mannitolia ja 10'“M FeSQu.
2b) Kuten (a), mutta FeS0, puuttuu.

HRP-pitoisuus kummassakin liuoksessa oli 12 ng/ml. Liuokset
pakastekuivattiin liskepulloissa.

Tuotteiden peroksidaasiaktiivisuudet mddritettiin vdlittémis-
ti pakastekuivauksen jdlkeen; tuotteen (a) entsyymiaktiivisuus
oli muuttumaton, kun taas tuotteella (b) oli vain 38 % alkuperdi-
sestd entsyymiaktiivisuudesta.



Esimerkki II
Piparjuuriperoksidaasia (RZ 0,6) liuotettiin (8 /ug/ml)

seuraaviin puskureihin:

(a) 0,01 M HEPES pH 8,0, 2 % sakkaroosi, 6 % mannitoli ja 0,01M
FeSOu.

(b) Kuten (a), mutta FESO, puuttuu.

Molemmissa tgpauksissa noin 50 /ul tippoja ker#dttiin neste-
miiseen typpeen, jonka jdlkeen ne pakastekuivattiin ja pidettiin
huoneen ldmp&tilassa. |

52 viikon kuluttua tuotteesta (a) oli vield j&ljelld 80 %
alkuperdisestd peroksidaasiaktiivisuudesta, kun taas tuotteella
(b) oli vain 17 % alkuperdisestd aktiivisuudesta.

Esimerkki TIII

Tuote, joka oli saatu kytkemdlld estradiolia ja cytochrome c
peroksidaasia, liuotettiin seuraaviin puskureihin:

(a) 0,36M HEPES, 2 % sakkaroosi, 6 % mannitoli, 0,01M EDTA ja 0,01M
FeS0, (pH 7,4).
(b) Kuten (a), mutta FeSQ, puuttuu.

Liuokset pakastekuivattiin ja pidettiin 37°C:ssa.

Peroksidaasipitoisuus oli 270 ng/ml.

16 viikon kuluttua tuotteen (a) entsyymiaktiivisuus oli kdy-
tdnnéllisesti katsoen muuttumaton ja kdyttdytyminen entsyymi-immuno-
testissd oli sama kuin alkuperiiselld konjugaatilla, kun taas
tuotteen (b) entsyymiaktiivisuus oli alentunut alle 50 % alkuperdi-

sestd aktiivisuudesta.

Esimerkki IV

Tuote, joka oli saatu kytkemdlli esteriolia ja piparjuuriper-
oksidaasia, liuotettiin seuraaviin v&liaineisiiﬂgu
(a) 0,01M HEPES, 0,01M EDTA, 2 % sakkaroosi ja 0,01M Al,(S0,),.
(b) Kuten (a), mutta Al,(s0,), puuttuu.

Molempien liuosten peroksidaasipitoisuus oli 180 ng/ml.

Molemmat liuokset pakastekuivattiin pisaramuodossa esimerkis-
s4 II kuvatulla tavalla ja pidettiin sitten 37°C:ssa.

11 viikon kuluttua tuotteen (a) peroksidaasiaktiivisuus oli
muuttumaton, kun taas tuotteen (b) entsyymiaktiivisuus oli jo hdvin-

nyt muutaman pdivdn kuluttua.

{



Esimerkki V
Esimerkissd IIT kuvattua tapaa vastaavalla tavalla liuotet-
tiin, pakastekuivattiin ja sdilytettiin ihmisen istukan laktogee-
nistd (HPL) ja piparjuuriperoksidaasista (HRP-RZ 0,6) kytkemdllad

saatu tuote.
" Tuote (a): 22 viikon kuluttua, 94 % entsyymiaktiivisuus.
Tuote (b): 22 viiken kuluttua, ei entsyymiaktiivisuutta.
Analogiset tulokset saatiin tuotteella, joka oli saatu kytke-
fmallé antl—hepatltls B ant}bodlt ja piparjuuriperoksidaasi, mutta
» korvaamalla FeSO lluoké;ésa (2) MgSO :114 stabilisaattorina, ja
/ tuotteella, Joka oli saatu kytkemdlld lampaan antibodit ihmisen
kﬁﬁf§h\1mmunoglobullln1a ja cytochrome c percoksidaasia vasf;an; mutta

kdyttden ZnCl, stabilisaattorina liuoksessa (a).



Patenttivaatimukset.

s . l;\ﬁenetelm% peroksidaasia sisdltdvien seosten stabiloimi-
seksi, tunnettu siitd, ettd siihen on lisltty polyvalent-
v tista metalli-ionia stabilisaattoriksi.
| 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu
siitd, ettd kyseistd metalliyhdistettd lis#dtddn vdhimmiistasolla
0,0001 molaarisena. ' '
3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunmnettu siitd, ettd metalliyhdiste on rautasuola.

L. Patenttivaatimusten 1 ja 2 mukainen menetelmi,

fL'“ tunnettu. siitd, ettd peroksidia on 1lisnd midrdssd vdlil-
?& }* 14 1 nanogramma - 25 mikrogrammaa millilitraa kohti.
Sl - 5. Jonkun edeltdvin patenttivaatimuksen mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd peroksidaasia sisdltdvd seos on lyofi-
lisoitu tuote.
6. Jonkun edeltdvdn patenttivaatimuksen mukainen menetelmd,
;{ tunnettu siitd, ettd seokseen lisdtdin myds kompleksinmuo-
ﬁj dostajaa.
7. .Percksidaasia siséltangisgéﬁ tunnettu siitd,

Wg{? ; ettd se on stabiloitu 1isdim&l114 polyvalenttista metalli—ionia:
; 8. Patenttivaatimuksen 7 seos, tunnettu siitd,
V/ ettd polyvalenttinen ioni on osa rautasuolaa.

9. Patenttivaatimuksen 8 seos, tunnet tu siit4,
ett&_polyvalenttinen ioni on osa ferrosuolaa.

10. Patenttivaatimuksen 7 seos, tunne t tu siitd,
ettd peroksidaasia sis&ltdvd seos on lyofilisoitu.

1ll. Patenttivaatimuksen 7 seos, tunnettu siitid, ettd
se sisdltdd sopivan kompleksinmuodostajan.

12. Patenttivaatimuksen 7 seos, tunnet tu siitd, ettd
kdytetty peroksidaasi on piparjuuriperoksidaasi.

13. Patenttivaatimuksen 7 seos, tunnettu siitd, ettd
polyvalenttiset ionit ovat l&dsnd mddrdssd vd1lills noin 0,0001M -
noin 0,05M.

14, Patenttivaatimuksen 7 seos, tunnettu siitéd,
ettd peroksidaasia on ldsnd midrdssi vidlilld noin 10 nanogrammaa
millilitraa kohti = noin 10 mikrogrammaa millilitraa kohti.

¢



Patentkrav.

1. Férfarande f&r stabiliserande av peroxidashaltiga
kompositioner, k 8 nnetec knat dirav, att tillsdtter en
polyvalent metalljon som stabilisator.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k E&nnetecknat
ddrav, att man tillsdtter ifrdgavarande metallfdrening i minimal
grad av 0,0001 mol.

3. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & nn e -
tecknat ddrav, att metallféreningen dr ett jdrnsalt.

4, Férfarande enligt patentkraven 1 och 2, k & n n e-

t ecknat dirav, att peroxidaset ir nirvarande i en mingd fran 1
nanogram till 25 mfkrogram per milliliter.

' 5. Férfarande enligt ndgot av f8regdende patentkravet,
kdnnetecknat ddrav, att den peroxidashaltiga
kompositionen &r en lyofiliserad produkt.

6. Pdrfarande enligt ndgot av foregdende patentkravet,
kdnnete cknat ddrav, att ett sekvesteringsmedel d&ven
tills#tts kompositionen. '

7. Peroxidashaltig komposition, k $ nnetecknad
dérav, att den stabiliserats genom tillsats av en polyvalent
metalljon.

8. Komposition enligt patentkravet 7, k Ennetecknad
ddrav, att den polyvalenta jonen bildar del av ett j4rnsalt.

9. Komposition enligt patentkravet 8, k & nnetecknad
att den polyvalenta jonen bildar del av ett ferrosalt.

10. Komposition enligt patentkravet 7, k 8 nne tecknad
att den peroxidashaltiga kompositionen 4r lyofiliserad.

11. Komposition enligt patentkravet 7, k Enne tecknad
ddrav, att den innehdller ett l&mpligt sekvesteringsmedel. '

12. Komposition enligt patentkravet'7, k 4 nne tecknad
ddrav, att det anvédnda peroxidaset &r pepparrotsperoxidas.

13. Komposition enligt patentkravet 7, k & nnetecknad
ddrav att de polyvalenta jonerna &r ndrvarande i en midngd frdn ca.
0,0001M till ca. 0,05M.

14, Komposition enligt patentkravet 7, k i nneteck -

n ad ddrav, att peroxidaset dr ndrvarande i en mdngd frdn ca. 10

nanogram per milliTiter till ca. 10 mikrogram per milliliter.
{
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