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TiivisteImd - Sammandrag

Keksintd kohdistuu menetelmddn virusanti-
geenin immunologiseksi mddrittédmiseksi,
joka menetelmd toteutetaan edeltdkdsin
inertilld proteiinilla pinnoitetun

kalvon pinnalla. Antigeenin ei-immunolo-
ginen kiinnittyminen tapahtuu absorboitu-
malla pinnoitetun kalvon pinnalle.
Kalvoon vangittu antigeeni sitoutuu
jédljittdjéan, joka kdsittda spesifiseen
vasta-aineeseen konjugoidun leiman,
inertin proteiinin estdessid samalla
jaljittdjdn epdspesifisen sitoutumisen.
Leima voi olla entsyymi, joka muuttaa
substraatin ilmaistavaksi tuotteeksi tai
joka muuttaa suojatun inhibiittorin
inhibiittoriksi, joka inhiboi toista
entsyymid siten, ettei se voi muuttaa
substraattia tuotteeksi. Keksinnén
kohteena on materiaalipakkaus mddrityksen
toteuttamiseksi keksinndn kohteena

olevan menetelmidn mukaisesti.

Uppfinningen avser ett fdrfarande for
immunologisk bestdmning av en virusanti-
gen, vilket fdrfarande genomfdrs p& en
yta av en pd férhand med inert protein
ytbelagd film. Icke-immunologisk vidfédst-
ning av antigen sker genom absorbering

pd ytan av den belagda filmen. Den p&
filmen féngslade antigenen binds till en
spdrare, som omfattar en till specifik
antikropp konjugerad stdmpel, varvid

det inerta proteinet samtidigt férhindrar
ospecifikt bindning av spdraren. Stampeln
kan vara ett enzym, som f&rvandlar
substratet till en detekterbar produkt
eller som f&rvandlar en skyddad inhibitor
till en inhibitor, som inhiberar ett
annat enzym s8, att det inte kan f&rvand-
la substratet till en produkt. Uppfin-
ningen avser en materialfdrpackning fdr
genomfdring av bestdmningen enligt
forfarandet, som dr féremdlet f&r
uppfinningen.
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Menetelmd virusantigeenin madrittamiseksi nesteestd ja materi-

aalipakkaus menetelmdn suorittamiseksi

Keksintd kohdistuu ligandien ja sen sisdltdmien materiaalien
mddrittdmiseen, ja se kohdistuu erityisemmin mddritykseen,
jossa ligandi kiinnitetddn suoraan kiintedlle, epaspesifisella

antigeenilla esipinnoitetulle pinnalle.

Alalla on kehitetty lukuisia nopeita ja herkkid maaritysjar-

jestelmid ligandin ilmaisemiseksi tai sen pitoisuuden madrit-
tamiseksi nesteestd. Perinteiset immuunimaaritykset riippuvat
ligandin sitoutumisesta spesifiseen antiligandiin, ja ne ovat
olleet erityisen kayttodkelpoisia, koska niiden spesifisyys ja
herkkyys ovat olleet hyvat. Naissda mdarityksissa yhta edella

mainittua reagenssia kaytetdan leimatussa muodossa ja tdata

leimattua reagenssia kutsutaan usein jaljittdjaksi.

Alalla on kehitetty monia leimausmenetelmid. Radioimmuunimda-

rityksissd (RIA) kdytetddn radioisotooppeja leimoina, ja nama

mddritykset ovat hyvin herkkia ja toistettavia, ja ne voidaan

automatisoida suurien ndytemdadarien nopeaksi kdsittelemiseksi.

Fluori-immuunimadrityksissa (FAI) kaytetddn fluorokromeja lei-
moina, ja ndilla mddrityksilld leima ilmaistaan suoraan siten,
ettd variaine viritetddn aallonpituudeltaan sopivalla virittad-
valla sdteilylld, minkd jalkeen vdriaineen fluoresenssi il-

maistaan.

Myds entsyymeja on kaytetty leimoina immuunimddrityksessa.
Entsyymid kdyttdvassa immuunimddrityksessa (EIA) entsyymilléd
leimattujen reagenssien valmistaminen on halpaa ja ne ovat
erittain stabiileja, jolloin niiden sdilymisaika on pitka.
Kuitenkin niihin perustuvien middritysten herkkyys on lahes
sama kuin radioimmuunimddrityksen herkkyys, ja niilla saatavat
asianmukaiset tulokset voidaan maarittdd joko nakdhavainnon
perusteella tai suhteellisen yksinkertaisella laitteella kuten
spektrofotometrilla.
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Perinteisessd EIA-menetelmdssd entsyymi on konjugoitu kova-
lenttisesti spesifisesti sitoutuvan antigeeni-vasta-aine-parin
yhteen komponenttiin, ja tuloksena oleva entsyymikonjugaatti
saatetaan reagoimaan substraatin kanssa varin aikaansaamisek-
si, joka vari mitataan. Konjugoimaton komponentti, kuten vas-
ta-aine, immobilisoidaan usein kiinteddn kantajaan ja sen teh-
tdvand on vangita antigeeni spesifisessd sitoutumisreaktiossa.
Edustava perinteinen EIA-menetelmd on kuvattu nimella Schuurs

et al. mydnnetyssd US-patenttijulkaisussa 3 654 090.

Bucher et al. kuvaavat US-patenttijulkaisussa 4 588 680 mene-
telmdn eri viruksissa, mukaan lukien influenssavirukset A, B
ja C, esiintyvan M-proteiinin mddarittamiseksi. Tassad maaritys-
menetelmdssd virus hajotetaan M-proteiinin vapauttamiseksi,

joka proteiini absorboidaan suoraan polymeerikantajaan.

Julkaistussa PCT-hakemuksessa WO 86/02733 kuvataan menetelmd
Herpes simplex -viruksen (HSV) mddrittdmiseksi, jossa menetel-
midssd antigeeniset glykoproteiinit gA/B, gC ja gD absorboidaan
suoraan polymeerikantajaan tai ne vangitaan kantajan pinnalla
olevilla spesifisilld monoklonaalisilla vasta-aineilla.

Sankolli et al. kuvaavat julkaisussa Journal of Immunological

Methods, 104, 191 (1987), immonologisen madritysmenetelmdn
estradiolia varten, jossa menetelmdssa kiinted kantaja on ka-
sitelty edeltdkdsin spesifiselld anti-IgG-vasta-aineella. Tama
vasta-aine vangitsee spesifisen antiestradioli-vasta-aineen,
joka puolestaan vangitsee estradiolin, jolloin saadaan tois-

tettavuudeltaan parantunut koe.

Armstrong et al. kuvaavat US-patenttijulkaisussa 4 497 899
middritysmenetelmdn Chlamydia-antigeenia varten, jossa menetel-
mdssd antigeeni absorboidaan suoraan kiinteddn kantajaan, joka
voi olla helmi, putki, liuska, kiekko tai mikrotiitterilevy.
Sitten absorboitunut antigeeni mddritetddn milla tahansa pe-
rinteiselld EIA-, RIA- tai FIA-tekniikalla.

Kiinteddn faasiin perustuvissa immuunimddrityksissa, erityi-

sesti molekyylejad, joiden molekyylipaino on suuri, varten maa-
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ritettdvadssd naytteessd lasnd olevat materiaalit pyrkivat
usein kiinnittymddn epdspesifiselld tavalla kiinteddn kanta-
jaan. Erityinen syy mddrityksen herkkyyden pienenemiseen tai
toistettavuuden menettdmiseen on leimatun antiligandikonjugaa-
tin (jaljittdjan) epaspesifinen absorboituminen suoraan kiin-
tedn kantajan sitoutumiskohtiin, joita antiligandi ei ole
tayttdnyt. Tamd ongelma on valtetty perinteisesti salpaamalla
vapaiksi jdaneet sitoutumiskohdat antiligandilla kdsittelyn
jalkeen sellaisella proteiinilla, joka ei reagoi leimatun kon-
jugaatin kanssa. Cole et al. kuvaavat US-patenttijulkaisussa 4
407 943 huokoisen kalvon pinnoittamisen veteen liukenematto-
malla proteiinilla, kuten maissiproteiinilla, antigeenin tai
vasta-aineen kiinnittdmisen maissiproteiinikerrokseen sekd
immuunikemiallisesti neutraalin proteiinin immobilisoimisen
tdhdn antigeeniin vieraan proteiinin epdspesifisen sitoutumi-

sen estamiseksi.

Vaikka tamd perinteinen, jalkikdateen toteutettu suojaaminen
onkin parantanut madrityksen herkkyyttd, niin kiintedn faasin
kdsitteleminen perdkkdin antiligandilla ja suojaavalla prote-
iinilla ennen ligandin sitomista on kuitenkin hankala, aikaa
vievda ja kallista antiligandia kuluttava toimenpide. N&in ol-
len olemassa on tarve saada parannetuksi edelleen kiintedan
faasiin perustuvaa immuunimddritystekniikkaa, mitd tulee eri-

tyisesti epdspesifisen sitoutumisen vdlttdmiseen.

Menetelmdssa ligandin, jota oletetaan olevan li4snd nesteess3,
midrittdmiseksi tdmd neste saatetaan kosketukseen kiintedn
kantajan, johon on kiinnitetty inerttid proteiinia, sekd 1i-
gandia varten tarkoitetun, leimaa kdsittdvan jaljittdjan kans-
sa, jolloin kantaja vangitsee ligandin ja ligandi sitoutuu
jaljittajaan. Oheisessa julkaisussa kdsitteelld inertti prote-
iini tarkoitetaan sellaista proteiinia, joka ei ole immunolo-
gisesti reaktiivista minkddn muun midritykseen osallistuvan
komponentin kanssa, jolloin selvdd on kuitenkin se, ettd
inertti proteiini voi hyvin olla immunologisesti reaktiivista
muiden sellaisten materiaalien kanssa, jotka materiaalit eivat
osallistu keksinndén mukaiseen mddritykseen. Sitoutumisen j&l-

keen kantaja erotetaan nesteestd ja kantajalla oleva leima il-
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maistaan, jolloin ligandin lasndolo nesteessd saadaan osoite-
tuksi. Leima voi olla radioaktiivinen atomi, fluoresoiva vari-
aine tai entsyymi, joka on konjugoitu antiligandiin tai kapse-

loitu antiligandiin konjugoituun liposomiin.

Keksinndén oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa pa-

tenttivaatimuksissa.

Keksinndn mukainen edullinen md&ritys on kalvon lapi kulkeva
EIA-menetelmi virusantigeenia varten, jossa madrityksessa lei-
ma on tdlle antigeenille spesifiseen vasta-aineeseen konjugoi-
tu entsyymi ja jossa entsyymileima ilmaistaan saattamalla se
reagoimaan varittdman substraatin kanssa substraatin muuttami-

seksi varilliseksi tuotteeksi.

Keksinnén mukainen vaihtoehtoinen mddritysmenetelmd on kaksin-
kertainen entsyymimiddritys virusantigeenia varten. Kantajalla
olevaan antigeeniin sidottuun spesifiseen vasta-aineeseen kon-
jugoitu hydrolaasi poistaa suojaavan ryhmdn suojatusta inhi-
biittorista, jolloin inhibiittori vapautuu. Tamd inhibiittori
estdd esterisubstraatin hydrolyysin esteraasin vaikutuksesta
varilliseksi tuotteeksi, jolloin vArin puuttuminen osoittaa

antigeenin lasndolon nesteessa.

Keksinndén muu piirre kohdistuu reagenssipakkaukseen, jonka
sisdltamid materiaaleja voidaan kdyttda maarityksen toteutta-

miseen keksinndn mukaista menetelmdd noudattaen.

Niin ollen keksinndssd saadaan aikaan mddritysmenetelma virus-
antigeenia varten, jossa menetelmdssd olennaisesti kaikki kiin-
tedn kantajan pinnalla olevat sitoutumiskohdat tdytetdan iner-
tilld proteiinilla. Antigeenin vangitseminen inerttid proteii-
nia sisdltavan kantajan pinnalle toteutetaan ilman spesifista
vangitsevaa vasta-ainetta, jolloin menetelmdssd valtetdan aikaa
vievd ja tydtd runsaasti vaativa vaihe spesifisen vangitsevan
vasta-aineen tuottamiseksi. Tamd inertti proteiini estaa muiden
proteiinien, jaljittdjd mukaan lukien, epdspesifisen sitoutumi-

sen olennaisen tdydellisesti, joka epédspesifinen sitoutuminen
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pienentaisi muussa tapauksessa maarityvksen herkkyytta. Koska
inerttia proteiinia on helposti saatavana ia koska se on hal-
paa, niin keksinnossa saadaan aikaan vksinkertaistettu, kus-—
tannukesia merkittavasti saastava maaritysmenetelma.

Fuviot 1-3 esittavat keksinnon kohteena olevan menetelman mu-—
kaisesti toteutetuista RSV-., influenssa A— ija HSV-maaritvksista

saatuie tulokesia, vastaavasti.

Vaikka hyvin monenlaiset suoritusmuodot tvyydvttavatkin keksin-
non vaatimukset, niin seuraavassa kuvataan vksitviskohtaisesti
keksinnon edulliset suoritusmuodot pitaen kuitenkin mielessa

se, etta oheisen kuvauksen tarkoituksena on vain havainnecllis-
taa keksinnon periaatteita, muttei raioittaa keksintoa havain-—
nollistettuihin Jja kuvattuihin suoritusmuotoihin. Keksinnon

pultteet maaritellaan liitteenid olevissa patenttivaatimuksissa

Ja niiden vastineiscsa.

Feksinnon eras piirre kohdistuu menetelmdan nestemiisessa navt-—
teessa olevan ligandin immunclogiseksel maarittamiseksi kiintean
faasin avulla, Jjossa menetelmassa olennaisesti kaikki kantaian
pinnalla oclevat sitoutumiskohdat suciataan edeltakasin iner-—
tista proteiinista muodostetulla pinnoitteella. Hakiiat ovat
todenneet, ettd miaritettavassad naytteessad olevaa ligandia voi-
daan wvangita muulla tavaila kuin immunologisesti pinnoitettuun
kantaiaan maarana, joka on verrannollinen sen pitoisuuteen
naytteessa, talloin kuitenkaan heikentamatta inertin proteiinin
kvikva salvata taydellisesti muiden proteiinien epaspesifinen
absorptio. Eeksinnon mukainen immuunimaaritys voidaan toteuttaa
=si1ten, etta silla saadaan ilmaistuksi ligandin lasnaolo nayt-
teessa tai maaritetyksi sen pitoisuus, ia kasitteella "maarit-
taa" tarkoirtetaan Joko kvalitatiivista tai kvantitatiivista

ligandimaaritysta.

Ligandi vo1l olla peraisin mistada tahansa lahteestd Jja se voi
oilla antigeeni, vasta—aine tai hapteeni. Ligandi voi clia esi-—
merkiks: ruumiinnecteessa lasnaoleva antigeeni tai se on voitu

erictas ruumiinnesteesta Jja =i1irtaa sitten muuhun nesteeseen,
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esimerkiksi puskuriin. Muissa tapauksissa ligandi voi olla
perdisin muusta lahteestd kuin ruumiinnesteesta, esimerkiksi
mikro—organicsmien vilielmasta tai siitd saadusta solu-uuttees-—
ta. Edullisia ligandeia ovat antigeenit, edullisimmin ruumiin-
nesteessa lasndolevat virusantigeenit kuten adenovirus, para-—
influenssa 3-virus ja edullisimmin Herpes simplex—virus (HSV),
hengitvselinten solusitkosvirus (RSV) ia influenssavirus A
(Flu A). Keksintd kuvataan seuraavassa yleisestl virusanti-

geenin avuila.

Seuraavacsa kuvataan vksityiskohtaisesti maaritvksen komponen-—
tit. Alalla tunnettu kiintead kantaja voi olla mika tahansa
sellainen kantaja, mika ei hairitse olennaisesti mitaan muuta
madritvkseen osallistuvaa komponenttia tai maarityksen muuta
vaihetta. Esimerkkeind kayttokelpoisista kiinteistad kantaiista
voidaan mainita lasi ja polymeerimateriaalit kuten polvetviee-
ni, polyvinvlideenifluoridi, polystyvreeni ia muut vastaavat.
Tallaiset kantaiat on voitu valmistaa mihin tahansa sopivaan
muctoon kuten arkeiksi, putkiksi, mikrotiitterilevvyn koloikei
tai edullisimmin kalvoiksi. Eduliisia kalvoia voivat olla nai-
lon ia mitroselluloosa. Eritvisen edullinen kalvo on muokattu
nailonkalvo, Jjota on saatavana kaupallisesti vhtiosta Fall
Corp.. Glen Cove, New York, tavaramerkkeina Immunodvne® ja

Biodyne® A, B 1a C.

kalvon pinnalle voidaan pinnoittaa mita tahansa sellaista
inerttia proteiinia, Jjoka ei hairitse antigeenin 1a jaliitta-
jan valistad myohempda sitoutumisreaktiota, ia Jjoka ei1 sitoudu
olennaisesti epispesifisesti madrityksen valiaineessa lasna-
oleviin muihin proteiineihin. Edustavina esimerkkeind sopivista
inerteisti proteiineista voidaan mainita kaseiini ia albumiini,
naihin kuitenkaan raijoittumatta, vaikka myds muut ovat i1lmeisia
alan asiantuntijalle. Kalvon pinnoittaminen inertilla proteii-
nilla voidaan toteuttaa milla tahansa sopivalla menetelmialla,
edullisesti inkuboimalla kalvoa proteiiniliuvcksessa, 1olloin
proteiini absorboituu fysikaalisesti kalvopinnan polymeeri-—

matriisiin.
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Inertilla proteiinilla pinnoitettu kalvo saatetaan kosketukseen
sellaisen naytteen kanssa, Jonka naytteen oletetaan sisaltavan
virusantigeenia. Pinnoitettua kalvoa inkuboidaan edullisesti
naytteen kanssa hetkellisena lapivirtausiariestelyna noin 1-

iS5 minuuttia, edullisesti noin 5 minuuttia, noin alueella O-

50 °C olevassa lampitilassa, edullisesti noin ympariston l1ampo-
tilassa. Taman toimenpiteen seurauksena naytteessa olevaa anti-
geenia absorboituu pinnocitettuun kalvoon maarana, Joka on ver-
rannollinen sen pitoisuuteen naviteessa. Lisaksi ollaan todet-
tu, etta virusantigeenia absorboituun edullisesti silloinkin,
kun navte sisiditaa suuren viimdaran vierasta proteiinia, kuten

asianlaita on ruumiinnesteen toimiessa navtteena.

Jiljittaia kasittaid antigeenille spesifisen vasta—aineen., Johon
on koniugoitu leima. Tamad leima voi olla mika tahansa sellainen
perinteinen merkitsin, Joka sen Jalkeen, kun Jaliittaia on
=itoutunut pinnoitetun kantalan vangitsemaan antigeeniin, tuot-
taa ilmaistavan signaalin. Nain ollen tami leima vol oila ra-
dicaktiivinen atomi tai fluorespiva variaine, 1ioka on koniu-
coitu vasta-aineeseen. Mik&ali leima on radioaktiivinen alku-—
aine, niin signaalina ovat radiocaktiiviset impulssit. Mikali
ieima on fluoresoiva variaine, niin signaalina on fluoresenssi-—
emissio, Joka ilmaistaan sen ialkeen, kun variaineeseen on
kohdistettu aallonpituudeltaan sopivaa virittavaa valoa. Tyy-—
piliinen radicaktiivinen leima on esimerkiksi *27] ja tyypil-
linen fluoresaoiva variaine on ecsimerkiksi fluoreseiilni—-isotio-
cyanaatti (FITC). Radioaktiivisen ja fluoresocivan leiman kon-
jugoiminen vasta—aineisiin on tavanomaista, Ja taten vksityis-—
kohtia, Jotka liittyvat radiopaktiivisten da fluoresoivien lei-
moien valmistukseen ia kayttoon immuunimaaritvksessa., ei tar-
vitse esittaz taman enempia, dotta alan asiantuntiila vmmartais:

tavdellisesti oheisen keksinnén.

Eeksinnon mukainen edullinen ijaliittasa on vasta—aine, 1ohon
on koniugoitu entsyymi. Siin& voidaan kayttaa mita tahansa

seilaista entsyymia., Jioka voidaan konijugoida vasta—-alineeseen,
ja jolle on olemassa varilliseksi tuotteeksi muutettavissa

a
pleva substraatti. Sopivia entsyvmeia ovat esimerkiksi syklaa-
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sit, 1someraasit Jia peroksidaasit. Eduliinen peroksidaasi on
pipariuuren perpksidaasi. Edullisia entsyymeia ovat hydrolaasit
kuten peptidaasit, esteraasit, fosfataasit ja glvkosidaasit.
Faikkein edullisimmat Jaliittdidt kasittavat alkalisen fosfa-—
taasin tai karboksiesteraasin vasta-aineeseen koniugoituna.
Enteyvmien konjugoiminen vasta—aineisiin on hyvin tunnettua

da alan as:iantuntiialle tavsin selvaa.

Yaihtoehteoisesti radioaktiivinen atomi, fluoresoiva variaine
ta: entsvyvmi voidaan kapseloida liposomiin. Samoin taysin ta-
vanomaista on leimoien kapseloiminen liposomeihin da liposomien
koniugoiminen vasta—aineisiin niiden kayttamiseksi jaliittaiina

1mmuunimaaritvksessa.

Substraatin valinta riippuu luonnollisestikin jaliittaian ent-
syymil komponentista, Jja kullekin entsyvmiluokalle tunnetaan
monia erilaisia subsitraatteia. Eduliisia substraatteia ovat
ne, liotka muodostavat liukenemattomia saostumia kalvoille.
Mikali entsyvmi on peroksidaasi, niin edulliinen substraatti

on diaminobentsidiini. Hyvdrolaasien edullisia substraatteja
ovat indolvvliiohdannaiset. Esimerkiksi, mikali entsvvmi on
alkaliinen fosfataasi, niin edullinen substraatti on 3-indo-
lyylifnsfaatti. Mikalil entsvyymi on esteraasi, niin edullisia

substraatteia ovat Z-indolyyliasetaatti ja is —-butyraatti.

Faikki nama substraatit ovat alalla hyvin tunnettuia.

Feksinnon mukaisen edullisen maaritvsmenetelman mukaisesti
inertiila proteiinilla pinnoitettua kalvoa, Jonka pinnalle on
vangittu virusantigeeni edella kuvatulla tavalla, inkuboidaan
daliittaiza 1a nestetta sisaltavan liuvoksen kanssa antigeenin
Ja daliittaiaan kuuluvan vasta—ainekomponentin immunolcooisen
sitoutumisen induscoimiseksi. KEalvo., Jonka pinnalla on antigee-
nista 1a vasta—alneesta muodostunut sitoutunut fraktio, voidaan
taman Jalkeen erottaa maaritvksessa kavtetyn valiaineen neste-—
faaslsta millia tahancea sopivalla menetelmalla, edullisesti
siten, etta neste saatetaan virtaamaan kalvon 13pi. Neste voi-
daan saade virtaamaan kalvon 13p1 painoveoiman avulla tai vir—

taamista voidaan edicstaa kalvon alle =si1icitetun absorbentti-—
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materiaalin indusoiman kapillaarivaikutuksen avulla. Sitten
kalvo voidaan upottaa toiseen nesteeseen kuten veteen, suocla-
livokseen tai puskuriin, 31chon entsyvmisubstraatti on liuotet-
tu. Sitoutuneessa fraktiossa lasnacleva entsyymi muuttaa subs-—
traatin tuotteeksi, Joka voidaan 1lmaista sellaisen signaalin
perusteella., Johon signaaliin liittyy varireaktio. Taten 11-
maistava signaali voi plla varin kehittyminen tai katoaminen
tair varin vaihtuminen toiseksl variksi tal muutos siina nopeu-—
dessa, Jolla substraatti muuttuu tuotteeksi, 3dclloin esimer-—
kiksi substraatin varin voidaan havaita pysyvan muuttumattomana
tietyn pituisen ajlaniakson aian. On edullista, ettad substraatti
on varitontid niin kauwan., kunnes entsyymileima pilkkoo sen va—
rilliseksi tuotteeksi. Varin muodostumisen voimakkuus on ver-—
rannoliinen antigeenin pitoisuuteen. Jioka voidaan selvittaa
maarittamialla nestenaytteita, Jotka sisaltavat tunnettuia masa-—
ria antigeenia, Ja vertaamalla varien voimakkuutta. Mittaaminen
voidaan suorittaa ioko laitteella tai edullisesti pelkan nako-

havainnon perusteella.

Keksinnon mukainen vaihtoehtoinen maaritysmenetelmd on kaksin-
kertainen entsvmaattinen maaritys, Jjoka toteutetaan pinnoitetun
kantajan, Jolle on absorboitu antigeenia, pinnalla. Maaritys-—
menetelman tassa suoritusmuodeossa leimana voidaan pitaa ensim-—
maista entsyymid, Joka poistaa suoiaavan ryhman suoljatusta
inhibiittorista. Sopivia ensimmdaisia entsyvymeida ovat vlieensa
hydrelaasit kuten fosfataasit, peptidaasit, esteraasit, glyvko-—
sidaasit Jja muut vastaavat. Esimerkkeina sopivista ensimmai-—
sistad entsyymeista voidaan mainita trypsiini, trombiini, nisak-
kaan maksan esteraasi, asetvylikoliiniesteraasi, fR—-galaktosi-
daas: seka edullisimmin alkalinen fosfataasi, naihin kuitenkaan

rajoittumatta.

Suoitattu inhibiittori veoi olla mita tahansa sellaista materi-
aalia, Jonka ensimmainen entsyymi woi muuttaa toisen entsvymin
inhibiittoriksi. Edullisessa suociatussa inhibiittorissa on
kaks1 komponenttia eli inhibiittori ia suoiaava rvhma, ia se

el reagol tolsen entsvymin kanssa enmenkuin ensimmainen ent-—

n

¥wmi Oon poistanut siinma oievan suciaavan ryhman., Jolloin inhi-—
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biittori vapautuu maaritvksen valiaineeseen. Nain ollen suoia-
tun inhibiittorin komponenttien valinta riippuu kaytettavasta
ensimmaisectad Jia toisesta entsyymista. Suoiaavan ryhman tulisi
olla sellainen, Joka voidaan koniugoida kovalenttisesti inhi-
biittoriin sidoksella, Jionka ensimmainen entsyymi kvkenee kat-—
kaisemaan olennaisen selektiivisesti, Ja inhibiittorikomponen-—
tin tulisi inhiboida toisen entsvvmin aktiivisuutta siten,
ettel se vailkuta olennaisesti ensimmaiseen entsyvmiin. Taten
seuraavassa tarkastellaan ensin toisen entsyymin 3ia sen subs-—
traatin luonnetta ennen suciatun inhibiittorin ia inhibiittorin

Euvaamista.

Tassa kaksinkertaisessa entsyymimaaritvksessa kaytettava toinen
entsyymi on yvleensa hvdrolaasi, joka muuttaa substraatin sel-
laisen signaalin perusteella ilmaistavaksi tuotteeksi, 1chon
signaaliin liittyy varireaktio. On edullista, etta tama toinen
entsyymi 21 reagoil clennnaisesti suolatun inhibiittorin kanssa.
Sopivia hvdrolaasela ovat esimerkiksil fosfataasit., peptidaasit,
kuten trypeiini, kvmotrypeiini 1a pepsiinil, tai edullisesti
esteraasit, kuten asetyviikoliiniesteraasi (AChE) ja butyvli-
koliiniesteraasi. Kaikkein edullisin toinen entsyymi on kar—
boksiesteraacsi, kuten sian tai kaniinin maksan esteraasi (KME),

dolloin edullinen substraatti on indolyvliesteri.

Futen edella mainittiin, 1alaittaran ensimmainen entsyyml kom—
ponentti pilkkoo suoiaavan rvhman irti suoiatusta inhibiitto-
rista, iolloin saadaan toisen entsvvmin inhibiittori. Seuraava
vieinen kaava (I) esittaia sopivia inhibiittoreita ija suoijattuia
entsvyymi—inhibiittoreita siten, etta tassa kaavassa esiintyvan
1a Jaliempana kuvattavan rvhman B luonne maaraa sen, onko tama
vhdiste inhibiittori tai suojattu i1nhibiittori:

0 R=

[ Y _

ACF> — C — (CHz)A X — B (I

Tassa kaavassa (I) R, vol olla H, 1-6 hiiliatomia kasittava
suora— tai haaraketjuinen alempi alkyvylii, nitro. alkoksi. nalo—
geenl tail muu vastaava: ¥ voil olla 0, S5, tai NR>, iolloin Ra

voili olla K tal i—-46 hii1liatomia kasittava alempi alkvyvliz n
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voi olla 1-6; A voi olla F tai CFx; ja B voi oila H, fosfori-
happo tai suola., glykosyyliryhma, aminohappojdannos kuten ly-
siini—- tai arginiiniidannds. Jioka on sitoutunut kovalenttisesti
ryhmaan X aminohapon karboksyvliryhman valitykselld, 2—-4 hiili-
atomia kasittava asyyliryhma kuten asetyyli- tai butvryyliryhma
tai peptidi, Jdolla on seuwraava kaava I1:

—ﬁ—?H*NH—ﬁ—?H—NH (ﬁ~?H—NH)qﬁ—R5
0O

Rx 0 Rz 0 Ra O (II)
NH
/4
missad Rx on (CHz) aNH= (CH2)xNH — C tai bentsyvli
NH =

Ra vol bolla H, 1-4 hiiliatomia kasittiava suora- tai haaraket-—
Juinen alempi alkyyli tai hydroksi-aliempi alkyyli, CHXCOOH

tai (CHz)C00H; Rs voi olla 1-4 hiiliatomia kasittava suora-
tai haaraketiuinen alempi alkyyli tai alempi alkoksi, fenvyvli

tai bentsyylioksi; Jja g voi olla 0-10.

Mikali B on H, niin kaava (I) esittdid entsyymi-inhibiittoria.
Mikali B on mika tahansa muu ryhmd kuin H, niin kaava (I) esit-
taa suoiattua entsyymi—-inhibiittoria. Eun B on tfostorihappo tai
sen supla, niin ryhman E on t&3116in tarkoitus olla kaavan (III)
mukalinen:

o

[# - 01n (IID)

o-
missa P on sitoutunut ryhmdanm X ja n voi olla edelia esitetvn

kuvauksen muikainen.

Faavan (I) mukainen inhibiittori ja suojattu inhibiittori wvoi-
daan syntetoida milid tahansa sarialla perinteisia kemiallisia
reaktioita, Jotka ovat ilmeisid alan asiantuntijalle. Sopivia
da tarkoituksenmukaisia menetelmia on esitetty alia olevissa
esimerkelissa. Seuraavan luettelon tarkoituksena on esittaa
vain eraita esimerkkeid eridistd tehokkaista entsyvmi—inhibiit—

toreista.



ASME sian maksan esteraasi
KME

Mimi

1,1,1-trifluori-3—
{(4—hvdroksifenyyli!propanoni

1.1, i-trifiuvori-—3-
{%—hydroksifenyyli)-2-propanoni

i,i.1-trifluori-4-
{4—hydroksifenyvlil)-2-butanoni

1.l 1-triftluori-—-4-
{Z-hydroksifenyvlil—Z-butanoni

i,1,1-trifluori-S-
{4—hydroksifenvyli)—-2—-pentanoni

1,1,1-trifluori—5-
{(Z-hvydrokeitenyvii)—2-pentanoni

1,1,1-trifluori—-6-
{4—hvdroksifenyylil—Z-heksanoni

1.,1.1,2,2-pentafluori-5-
{(4—hvdroksitenyylil}—S-pentanoni

{E.C.

raniinin makean esteraasi (E.C.
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KI (M)
NMR—tul okset {(Esteraasi)
(CDC13) - 2,0x10~e

3,.91(s.2H) ,
6,90(d.2H) ,

(CDC1 )
4,00(s,2H) .
&,80(m, ZH) ,

(CDC13) -
2,95 (m.4H) ,

6,92 (dd, 4H)

(CDC1)
2.94(t,2H),
5,70 (bs, 1H)
7.15(m, 1H)

(CDCI3)
1.91(t.2H) ,
2,68(t.2H) .
6.95(d.2H) .

(CDC13)
1.95(p.2H) .
2,95(t.2H) ,
6470 (my, 3H) o

(CDC13)
1,63(m, 4H) ,
2,70(q.2H) .
&.77(d.2H) ,

(CDC13) -
2.94 (m.2HJ ,
4,75(bs, 1H)

7.10(m, 2H)

F.1.1.1)

F.1.1.10)

5.21(bs,1H)  KEME
7.10¢d.2H)

*10—2
4.80(bs,1H) SME

730 (m, 1H)

2.0110-°
4,90(bs. 1H) KME

J=4, 60H=z

1,0541077
2,05t ,2H) FME

. 6.80(m.3H),

1,010
2,59 ((t,2H) EME
5,235(bs, 1H),

7.10(d,2H)

1,7%10—7
Z.70(t.2H) KME
5, 40(bs, 1H)

7,30 (m, 1H)

2, 0n10"®
2.59 (g, 2H) KME
5,55 (bs, 1H)

7,02 (d, 2H)

B,0x10—7
Z.04{m,2H) KME

. 6.90d,2H),

Eaksinnon muu piirre kohdistuu reagenssipakkaukseen eli pakat-—

tuihin materiaaleihin ligandimaarityksen toteuttamiseks:

sinnon

kohtesna olevaa menetelmaa noudattaen.

kek—

Tama reagenssi-—

pakkaus vol sis&ltda inertilla proteiinilla pinnoitetun kiin-

tean kantalan.

joka on edullisesti

kaivo,

antiligandin,

anti—

ligandiin konijugoidun entsyymin seka entsyyvmin substraatin.

Reagenssipakkaus voi myds sisaltaa toisen entsyyvmin seka taman

toisen entsvvmin suoiatun

ecimerkiksl vhden tai

inhibiittorin,

useamman pitoisuudeltaan tunnetun

ligandistandardit,

ligan-—
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dinaytteen, tai se voi kéasittad muita reagensseila, entsyymi-
csubstraatteia tai muita leimattuia tai leimaamattomia spesifi-
sia ligandeia, antiligandeia tai niiden komplekseia, J101ta
voidaan kayttida maaritvksen toteuttamiseen. Se voi sisaltaa
ijiuvcksia kuten suolaliuosta tai puskureita. Taman reagenssi-
pakkauksen komponentit voidaan koota koteloon., edullisesti
muovi koteloon, joka sisaltada kalvon alle sijoitettua materiaa-
iia, esimerkiksi imupaperia, helpottamaan m&aritysnesteiden

virtaamista kalvoien 1api kapillaarivaikutuksen seurauksena.

Futiininomaisesti kaytetyvt analyysitekniikat olivat seuraavat:
Fikakromatografia silikageelid kavttien toteutettiin ICN-sili-
kageelilla (koko I2-62 mesh} noin ¢,2-0,5 baarin paineessa.
Analvyttinen ohutkerroskromatografia (TLC) toteutettiin alu-
miinitaustaisilla silikageelilevyilla, djoiden koko oli 0,25 mm
Su20 cm, da Jdotka oli saatu yhtidsta EM Scientific. Frepara-
tiivinen chutkerroskromatografia toteutettiin lasitaustaisilla
silikageelilevyill&, doiden koko oli 2,0 mm x 20 cm = 20 cm,
ia jotka oli saatu yhtidstd EM Scientific. Sulamispistest maa-
ritettiin Thomas Hoover—-merkkisella, kapillaariin perustuvalla
sulamispisteen maidritysliaitteella, da sulamispisteet ovat kor-—
jaamattomassa muodossa. NMR—spektrit saatiin IBM WF-2Z008Y-
spektrofotometriila ja kemialliset siirtymdt on 1limoitettu
vksikicsd ppm trimetvylisilaaniin verrattuna. Suuripaineinen
nestekromatografinen (HPLC) maaritys toteutettiin Waters 510-
merkkicsell&a, kaksi pumppua kasittavalla bdariestelmalla kayttaen
if/—ilmaisinta, Jompaa kumpaa kahdesta liuotinijarilestelmasta

Lo 1 =

seka Brownlee 6¥-300-kolonnia, Jdonka mitat olivat 7 x 250 mm.
fivotiniariestelmd A: aluksi 5 minuutin aian 30 mM NHaeOARC, pH
6.5, mita seurasi lineaarinen gradientti arvoon Z.0 M NHaOAC

Z0 minuutin aikana. minka Jjalkeen pitoisuus pidettiin arvossa
1.0 M NHaOAc S minuutin ajan. Jariestelméssa B kavtettiin iso-
kraattista puskurijariestelmaa, Jjoka oli 30 mM NHaOARc, pH &.5,
40 minuutin ajan. Virtausnopeudet olivat 1,0 ml/minuutti. Kaa-
sukromatografia (GC) toteutettiin HP S840A-kaasukromatograftil-
ia. ijoka oli varustettu liekki—ionisaaticon perustuvalla i1lmai-
simeila (FID} sekad avtomaattisella injdektoriila, 1a siina kay-

tettiin kolonnina vhtiostad J%W Bcientific, Inc. hankittua 30
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M DE-1 Megabore—kolonnia. GC-olosuhteet olivat seuraavat: 1am-—
potila pidettiin 3 minuutin aian arvossa 100 °C, minka ialkeen
s1ta nostettiin nopeudella 10 °C/minuutti arvoon 250 °C ja
pidettiin sitten 250 “Cissa 3,0 minuuttia, virtausnopeuden

ollessa 16,0 mi/min.

Inhibitiovakiot mitattiin S0 mM Tris-puskurissa. pH 8,0. Ent-
svyymia 1a inhibiittoria i1nkuboitiin ympariston lampotilassa
20

20 minuuttia. Sitten lisattiin entsyymin substraatti ia hydro-

ivwvsin nopeutta seurattiin spektrofotometrisesti. SME:n 3Ja

-

“ME:n substraatti oli o-nitrofenvvlibutyraatti ja AChE:n subs-—

rt

raatti ocli asetyvylitiokoliini iJja Ellman:in reagenssi.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on havainnollistaa edel-

leen keksintoad sita kuitenkaan millaan tavalla raijoittamatta.

Esimerkki I

Diammoniuml4—(Z-okso—-4.4,4-triflucributyylilfenyylilfosfaatti

A. Etvvli-Z-{4—metoksibentsyyli)-3-okso—-4,4,4-trifluoributano-
aatin valmistus

Nelilkaulaiseen, pvoreapcohiaiseen pulloon, Jdonka tilavuus oli

1 litra, 1a 3oka oli varustettu palautusiaadhdyttaialla, tipu-

tussuppilolla, argonin sisaanmenolla seka magneettisekoitta-

Jalla, laitettiin 7,17 g (0,149 mol) netriumhvdridin SO % (w/v)

ol iydispersiota ja 300 ml kuivaa etvylieetteria. Tahan liuok-

seen, Jota sekoitettiin, lisattiin hitaasti absoluutticsta eta-

nolia (2,0 ml). Sen Jdalkeen., kun vedyn kehittyminen oli paat-

tynvt, cseokseen lisattiin 1 tunnin aikana seos, Joka sisalsi

28 g (0,136 mol) etvyli—4,4,4-triflucriasetoasetaattia Ja

21.3 g (0,136 mol) 4-metoksibentsyyiikloridia. Tuloksena ollut-

ta seosta palautusiaahdytettiin yon vli, se iaahdytettiin,

uutettiin vedella, 1 N kloorivetyhapolia., kuilvattiin vedetto-

malla magnesiumsulfaatilla ia haihdutettiin pyordhaihduttaialla

alennetussa paineessa. Raaka reaktioseos (33,3 g) kasiteltiin

kromatograticsesti silikageelikolonnilla, Jjonka mitat olivat

&G mm ¢ J00U mm, kayttaen eluenttina etyvliiasetaatin ia heksaa-

nin 25:7% seosta. Samankaltaiset fraktiot yhdistettiin, Jdoiloin
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tuotteena saatiin 9,4 g (23 %) (spektroskooppisesti komplek-—
sistal) ol.ivya.
NMR (CDC13): 1,26(m,3H), 3,77(s,3H), 4,12(m,2H), 7.08(m,2H).

B. 1,1,1—-trifluori—-4-{4-hydroksifenyvlil)—-butan-2-onin valmistus
100 ml:n pyoreapohiaiseen pulloon., Jioka oli varustettu palau-
tusiaahdyttaialla, magneettisekoittaialla ja argonin sisadan-
menolla, laitettiin 2,05 g (6,7 mmol) etyvli-2-{(d4-metoksibent-
syyli)—3-ockso—-4,4,4-trifluoributancaattia (I), 20 ml 31 % (w/v)
bromivetya etikkahapossa seka 10 ml vettd. Tata seosta kuumen-—
nettiin von yli 120 °C:n lampdtilassa, se jadhdytettiin, vake-—
vbitiin alennetussa paineessa Ja ositettiin dikloorimetaaniin
da veteen. Orgaaninen kerros uutettiin perakkain bisulfiitin
vesiliuoksella Jda kylliaisellad natriumbikarbonaatilla, minka
Jalkeen se kuivattiin vedettomialla magnesiumsulfaatilla. Liuo-
tin poistettiin alennetussa paineessa. Raaka reaktioseos kasi-—
teitiin kromatografisesti silikageelikolonnilla, Jonka mitat
olivat S0 mm » 300 mm, kayvttéden eluenttina etyyliasetaatin ia
heksaanin 50:50-seosta. Samankaltaiset fraktiot vhdistettiin

Ja liuotin poistettiin alennetussa paineessa, ijolloin tuotteena
saatiin 600 mg (41 %) kirkasta 6liya. NMR (CDC13): 2,95(m,4H),
5,40(bs, 1H), 6,93{(dd.4H) J = 4,40 H=z.

C. Dietvviil4—(Z-—okso—4,.4,4-trifluoributyvli)fenvvlilfosfaatin
valmistus
10 ml:n pydreapohiaiseen pulloon, Jdoka oli varustettu argonin
sisaanmenolla Jia magneettisekoittaialla, laitettiin 400 mg
(1,8 mmol) 1,1,1-trifluori—-4-(4-hydroksifenyyli)-butan—-Z-onia,
400 mg (2,3 mmol) dietyylikloorifosfaattia, 0.15 ml kuivaa
pyridiinia 1a 5 ml dikloorimetaania. Reaktioseosta sekoitettiin
yon yli yvmpariston lampotilassa., se suodatettiin pyridinium-—
hydrokloridin poistamiseksi, uutettiin 0.2 N kloorivetyhapolla.
uvutettiin vedella ja kuivattiin vedettdimiallad magnesiumsul faa-—
tilla. Liuotin poistettiin alennetussa paineessa, ijiolloin raa-
Latuotteena saatiin 600 mg ruskeata 6liva. 200 mg (31 %) kir-
kasta 6liva eristettiin preparatiiviselta TLC-levylta, ioka
oli kehitetty etvvliiasetaatin ia heksaanin 50:Si-seoiksellia.

NMR (CDC13): 1,30MM,86H), Z.0M,4H), 4,.20{m,4H), 7.15(s,4H).
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D. Diammoniumi4-{3-okso-4,4,4-trifluoributyyli)fenyylilfosfaa-
tin valmistus
25 ml:n vksikaulaiseen, pyoreapohijaiseen pulloon, joka oli
varustettu argonin sisdanmenolla ja magneettisekoittaialla,
laitettiin 5,0 ml dikloorimetaania, 140 mg (0,40 mmol) dietyy-—
114~ (3-0okso—4.4,4-trifluoributyylilfenyvliifosfaattia (III)
Ja 2,0 ml bromitrimetyylisilaania. Sen jalkeen, kun tata seosta
oli sekoitettu I tuntia vmpéariston lampidtilassa., siihen iisat-
tiin 10 ml metanolia Ja haihtuvat materiaalit poistettiin alen-
netussa paineessa. Jaannods liuvotettiin veteen ia pH asetettiin
arvoon 7,0 kayttaen 1,0 N natriumhydroksidia. Vesiliuos uutet-—
tiin dietyvlieetterilla ja lyvofilisoitiin, Jolloin saatiin
190 mg valkoista kiintoainetta. Tama materiaali liuotettiin
13 ml:aan vettid ja se puhdistettiin anioninvaihtoon perustu-—
valla HPLC-menetelimalla. Gradienttiolosuhteet: eluenttina kav-
tettiin aluksi 5 minuutin ajan 20 mM ammoniumasetaattia, pH
6,5, mitd seurasi ammoniumasetaatin pitoisuuden nostaminen
lineaarisesti arvoon 1,0 M 20 minuutin pituisen ajaniakson
aikana, minka ialkeen eluenttina kaytettiin 15 minuutin aian
1.0 M ammoniumasetaattia. Virtausnopeus oli 2,5 ml/min, 3Jollioin
tuote eluwoitui noin 32 minuutin kuluttua. Kolonnin kapasiteetti
oli 20 mg. Useista HPLC-ajoista saadut tuotefraktiot vhdistet-
tiin ja lyofilisoitiin, dolloin tuotetta saatiin SO mg (37 %4).
Sp. 235-240 °C.
NMR (D20): 1,%0{m,2H), 2,59 {m,2H), 4,65(s,DOH), &,88((dd,4H)
J = 6,82 Hz.

Esimerkki II

Henaityselinten solusitkosviruksen (RS5VY) maarittaminen

Ensin koottiin kalvosuodatuskerroste, Jonka rakenne oli seu-

raava:

Ylin kerros: S mikronin Immunodyne—-immuuniaffiniteetti-
kalvo (Fall., East Hills, New York, no.
BIAOODIZIOHCS) . Finnoitettu edeltakasin upot-
tamalia fosfaatilla puskuroituun ja 0,3 %

kaseiinia sisaltavaan suolaliuockseen 30

mipuuti ksl ympariston lampotilassa.
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Seuraava kerros: raionia oleva huovikekerros (Schleicher Jja

Schuell, Keene, New Hampshire; no. 5-5).

Alin kerros: kaksi imukvykyistid selluloosatyynya (Filtra-—
tion Sciences, Mount Holly Springs., FPenn-—

sylvania; no.-. ED 320-200).

Kalvokerrokset suljettiin muovipidilkkeen sisaan., Joka pidike
kasittadaa ylimman kerroksen ylapuolelle muodostetun vastaanotto-
syvennitksen. Tahan syvennokseen siijoitettiin virtausta rajoit-—
tava upoke, Jiossa oleva aukko oli kapeampil kuin vastaanotto-
syvennos, 3ia ioka siljaitsee ylita kalvoa vasten, sen kanssa

camasesa tasossa.

Antigeeninadyte valmistettiin hengityselinten solusitkosviruk-
sella (RSV; Long-kanta) infektoiduista HEp-2-soluista, 1oiden
laimentamiseen kaytetty puskuri sisalsi: 250 mM tris(hydroksi-
metyyiilaminometaani-—hydrokloridia (Tris-HCl1), 150 mM natrium-—
kloridia (haCl), 109 mM etvleenidiamiinitetra—asetaattia (EDTA).
4 % (v/v) polvyoksietvleenisorbitaani-—monolauraattia (Tween

20), 1 % n—asetyylikysteiinia ja 0,2 % natriumatsidia (NaNs).
pH B.5. Vertailuantigeeni valmistettiin samalla tavalla kavt-

taen infektoirtumattomia HEp—-Z—-socluia.

150 pl tata antigeeninavitetta (tai vertailua) laitettiin kuvat-
tuun laitteeseen Ja sen annettiin valua virtausta raijoittavan
upokkeen lapi Jja edelleen vliimman kalvokerroksen paalle. (Kan-
nattavien absorbenttikerrosten kapillaarivailkutus vetaa nesteen
viimman kalvon lapi.) Taman Jjalkeen virtausta rajoittava upoke
poistettiin Jda laitteeseen lisattiin 1530 pl pesuliuvosta, lonka
koostumus oli S50 mM Tris—-HCl. 150 mM NaCil, 0,2 % NaNs, pH 7,2
LTris—puskuwroitu suolaliuvos (TBS5) 1, 1oka sisalsi lisaks: kanii-—

nin Igb:ta pitoisuutena 1 mg/ml.

Livos., Joka sisalsi 27 pg/ml alkaliseen fosfataasiin koniugoi-
tua anti—-R5V-vasta—ainetta, valmistettiin puskuriin, 1oka si-—
salsi 50 mM Tris—-HC1, 100 mM NaCl, 200 mM natriumfosfaattia,

1 % kaseiinia., 1 mM magnesiumklioridia, 0,1 mM sinkkikloridia
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ja 1 mM Z2-merkaptoetanclia, pH 7,5. 150 upl:n era tata seosta
lisattiin laitteeseen ia sen annettiin imeytva kalvokerrostee—
seen. Lyhyen (kaksi minuuttia kestaneen) inkuboinnin jalkeen
laite pestiin 304 pl:lla TES-liuvosta (Joka ei sisadltanyt

IgG:ta).

Laitteeseen lisattiin 150 pl liuvosta, Jdoka sisalsi 0,33 mg/ml
nitrosinitetratsoliiumia, 1 % metanoiia ijia 0,2 % vhdistetta
Nahix. Sen idalkeen lisattiin 150 pl liuvosta, Jiocka sisalsi 12

mM levamisclia, S0 mM Z2-amino-Z2-metyvli-1-propancliasetaattia
{(AMF HOACc), 0,2 % NaNs, 19 mM magnesiumkloridia. pH 9.8. Huo-
neen lampodtilassa viisi minuuttia kestaneen inkuboinnin Jjalkeen
varinmuodostusreaktio pysaytettiin lisaamalla 150 pl liuosta,
Joka sisalsi 200 mM kaliumfosfaattia, 10 mM EDTA, G.2 % hNalN=,.

pH 7.,2.

Tuloksena saadun kalvon varin voimakkuus mitattiin heijdastus-—-
kvkvyn perustuvalla densitometrilla (Gretag, Seattlie., Washing-—
ton, malii1 183). Antigeenin laimennossarialla toteutetun ko-

keen tulokset on esitetty kuviossa 1.

Esimerkkis III

8%

Tyyppia & olevan influenssaviruksen maarittaminen

Influenssaviruksen maarittaminen toteutettiin esimerkissa 11

kuvatulia tavalla., lukuunottamatta seuraavia poikkeuksia:

1} Antigeeninavte valmistettiin influenssa A-viruksella (WSN-—
kanta) inftektoiduista Madin-Darby—-koiran munuaisscluista

{MDCk.—-soluistal.

2) Ylimman kerroksen kalvo oli Immunodyne-kalvon siljasta 3
mikronin Biodyne C-kalvo {(Fall, East Hills. New York; no.

BMFCHS) .

3) Puskuroitu antigeeninavte valmistettiin kavttaen Tris—hvdro-
kloridin sijasta Tris—asetaattia, Joka el sisaltanyt nat-
riumkloridia, 1e Jjoka sisalsi lisaksi 1 mM etvyleeni-bis-—

{oksietvleeninitriloltetraetiikkahappoa (EGTA).
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4) Eonjugaattilaimennin sisalsi 100 mM eika 30 mM vhdistetta

Tris ja 150 mM eikd 100 mM natriumkloridia.
5) Levamisolin pitoisuus oli 16 mM eika 12 mM.

Antigeenin laimennossarialla toteutetusta kokeesta saadut tu-

lokset on ecitetty kuviossa 2.

Esimerkki IV

Herpes simplex—viruksen (HSV) maarittaminen

Herpes simplex-viruksen (tyyppi I Jja II) maarittaminen toteu-—

tettiin esimerkissa II kuvatulla tavalla, lukuunottamatta seu-—
raavia poikkeuksia:s

1) Antigeenindyte valmistettiin tyyppia II olevalla HS-viruk-

sella infektoiduista Vero—-soluista.

Antigeenin laimennossarialla toteutetusta kokeesta saadut tu-

lokset on esitetty kuviossa 3.

Ecimerkki V

Kaksinkertainen entsymaattinen kaskadimaaritys hengityselinten

soplusitkosviruksen (RSV) maarittamiseksi

Kaksinkertainen entsymaattinen kaskadimaaritys RSV:ta varten

toteutetaan esimerkissa 11 kuvatulla tavalla lukuunottamatta

seuraavia poikkeuksia:s

1) Kaniinin maksan karboksiesteraasi pinnoitetaan Immunodvne-—
immuuniaffiniteettikalvon pinnalle. Sitten kalvo suoidataan

kaseiinilla edella kuvatulla tavalla.

r

» Kalvolle laitetaan alkaliseen fosfataasiin koniugoitua
vasta—ainetta ja se pestiin., minka ijalkeen laitteeseen lai-
tetaan liuos, Joka sisaltaa ¢,15% mM suodattua inhibiittoria
[4— (Z—okeso—4,.4,4-trifluoributyyli)fenyylifosfaattil S50 mM
dietanoliamiinissa, pH 9.0. Tata liuosta inkuboidaan ympa-
ristén lampotilassa 20 minuuttia. Sitten laitteeseen lisa-

t&an kromogeeninen liuons, Jdoka sisaltada 0,35 mM S-indolyvlii-
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FaA X

butyraattia (Research Organics, Cleveland, Ohio) TES-liuok-
sessa. Varin kehittyminen pysaytetaan soplvan aljianiakson
kuluttua lisaamadlla 1 mM 1,1,1-trifluoriasetofenonia (Ald-
rich, Milwaukee, Wiskonsin). Varin tiheys mitataan hei jas—
tuskykyyn perustuvalla densitometrilla aikaisemmissa esi-—

merkeissa kuvatulla tavalla.

Tuntemattoman naytteen varin tiheyvtta verrataan infektoimatto—
maart vertailuun. Mikali tuntematon nayte vaikuttaa merkittsi—
vasti vaaleammalta kuin vertailu {theilastuskykyyn perustuva
tiheys alle puolet vertailiun tiheydestal, niin talloin tulos
katsotaan positiiviseksi, eli sen katsotaan oscittavan virus—

materiaalin 1&sniolon.

Nain ollen keksinnissid saadaan aikaan virusantigeenin maari-
tvsmenetelmid, Jjossa ei kiavteta antigeenin spesifisesti vangit-—
sevaa vasta-ainetta. Sen sijaan kiintead kantaia pinnoitetaanr
ensin 1nertilla proteiinilla is antigeeni vangitaan suoraan
pinnoitetun kantaian padlle. Edelleen, vaikka t&ta inerttisz
protelinia kavtetaankin esipinnoitteena ennen antigeenin van-—
gitsemista, niin se estidid kuitenkin olennaisen tavdellisesti
muiden proteiinien, kuten Jaliittalian, epaspecsifisen sitoutu-
misen, Iioka muussa tapauksessa pienentaisi maarityksen herk-—

kyvvttd.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd virusantigeenin maarittamiseksi nesteesta,
tunnettu siitd, etta
a) ensimmiinen neste, jonka oletetaan sisdltavan virusan-

tigeenia, saatetaan kosketukseen inertilla proteiinilla
mutta ei spesifiselld vangitsevalla antiligandilla pin-
noitetun kalvon ja entsyymid sisdltdvan jdljittdjan
kanssa, jolloin mainittu virusantigeeni kiinnittyy mai-
nittuun pinnoitettuun kalvoon ja sitoutuu mainittuun
jdljittdjddn, jolloin saatava sitoutunut fraktio sisal-
td3 mainitun entsyymin mainitun kalvon pinnalla;

b) mainittu kalvo erotetaan ensimmiisestd nesteesta siten,
ettd ensimmiinen neste johdetaan kalvon lapi;

c) mainitun entsyymin substraattia sisdltdvad toista nes-
tettd johdetaan kalvon ldpi, jolloin kalvon pinnalla
oleva entsyymi muuntaa substraatin varilliseksi tuot-
teeksi; ja

d) mainittu virusantigeeni ilmaistaan mainitun tuotteen

variin liittyvan signaalin perusteella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mainittu inertti proteiini valitaan kaseiinin ja

albumiinin joukosta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mainittu jadljittdjd kdsittdd lisdksi mainitulle an-
tigeenille spesifisen vasta-aineen, johon mainittu entsyymi

on konjugoitu.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mainittu jaljittdjd kasittdd lisdksi mainitulle an-
tigeenille spesifisen vasta-aineen sekd tdhdn vasta-ainee-
seen konjugoidun liposomin, jonka sisdin mainittu entsyymi

on kapseloitu.

5. Menetelmd antigeenin mddrittamiseksi nesteestd, tunnet-

tu siita, etta
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neste, jonka oletetaan sisdltdvadn virusantigeenia, saa-
tetaan kosketukseen inertilld proteiinilla mutta ei
spesifisella vangitsevalla antiligandilla pinnoitetun
kiintean kantajan ja leiman kdsittdvan jaljittdjan
kanssa, jolloin mainittu virusantigeeni kiinnittyy mai-
nittuun pinnoitettuun kantajaan ja sitoutuu mainittuun
jdljittdjddn, jolloin saatava sitoutunut fraktio sis&l-
tdd mainitun leiman mainitun kantajan pinnalla;
mainittu kantaja erotetaan mainitusta nesteestd; ja
mainitun kantajan pinnalla oleva leima ilmaistaan, min-
ka perusteella voidaan paatellda, ettd mainittua vi-
rusantigeenia on lasnd mainitussa nesteessi.

Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi, tunnettu sii-

td, ettd mainittu leima valitaan radioaktiivisen atomin ja

fluoresoivan vadriaineen joukosta, joka radioaktiivinen atomi

ilmaistaan siitd saatavina radioaktiivisuusimpulsseina, ja

joka fluoresoiva vdriaine ilmaistaan kohdistamalla mainit-

tuun variaineeseen virittdvad valoa ja maddrittdmilli sen

lahettadmd fluoresenssisiteily.

7.

Menetelmd virusantigeenin midrittdmiseksi nesteest3,

tunnettu siitd, etté

a)

b)

ensimmidinen neste, jonka oletetaan sisdltdvan virusan-
tigeenia, saatetaan kosketukseen inertilli proteiinilla
mutta ei spesifiselld vangitsevalla antiligandilla pin-
noitetun kalvon ja mainitulle antigeenille spesifisen
vasta-aineen kanssa, johon vasta-aineeseen on konjugoi-
tu ensimmidinen hydrolaasi, jolloin mainittu virusanti-
geeni kiinnittyy mainittuun pinnoitettuun kalvoon ja
sitoutuu mainittuun vasta-aineeseen, jolloin saatava
sitoutunut fraktio sisdltd4d mainitun hydrolaasin maini-
tun kalvon pinnalla;

mainittu kalvo erotetaan ensimmiisestd nesteestd siten,
etta ensimmidinen neste johdetaan kalvon 1lapi;

mainittu pinnoitettu kalvo saatetaan kosketukseen toi-
sen nesteen kanssa, joka neste sisdltdd suojattua inhi-

biittoria, mainitun suojatun inhibiittorin kanssa olen-
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naisesti epareaktiivista toista hydrolaasia sekd maini-
tun toisen hydrolaasin substraattia, jolloin kantajan
pinnalla oleva ensimmiinen hydrolaasi muuttaa suojatun
inhibiittorin inhibiittoriksi, joka estdd mainitun sub-
straatin muuttumisen vdrilliseksi tuotteeksi toisen
hydrolaasin vaikutuksesta; ja

d) mainittu virusantigeeni ilmaistaan mainitun tuotteen

variin liittyvan signaalin perusteella.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mainittu suojattu inhibiittori on suojattu fluori-

ketoni.

9. Materiaalipakkaus virusantigeenin madrittamiseksi pa-
tenttivaatimuksen 1 mukaisella menetelmdllad, tunnettu siita,
etti se kdsittad inertilld proteiinilla mutta ei spesifisel-
14 vangitsevalla vasta-aineella pinnoitetun kalvon, vasta-
aineen, johon on konjugoitu entsyymi, mainitun entsyymin
substraatin sekd kotelon, joka sisdltdd mainitun kalvon vie-

reen sijoitettua imukykyista materiaalia.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen materiaalipakkaus, tun-
nettu siitd, ettd se kasittdd vdhintdan yhta muuta reagens-
sia, joka valitaan entsyymin, entsyymisubstraatin, suojatun

inhibiittorin, puskurin ja suolaliuoksen joukosta.

Patentkrav

1. Forfarande for bestdmning av virusantigen i en vatska,

k&dnnetecknat av att

a) en foOrsta vatska, som antas innehdlla virusantigen,
satts i berdring med ett membran bekldtt med inert pro-
tein men inte en specifik kapterande antiligand och ett
sparmedel innehdllande enzym, varvid namnda virusanti-
gen fastes vid namnda bekladda membran och binds vid
nimnda sparmedel, varvid den erhdllna bundna fraktionen
innehdller namnda enzym pd ytan av namnda membran;

b) nimnda membran avskiljs fran den fdrsta vatskan sa att

den fOrsta vatskan leds genom membranet;
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c) en andra vdtska innehdllande substrat av ndmnda enzym
leds genom membranet, varvid enzymet pd membranets yta
omvandlar substratet till en fdrgad produkt; och

d) namnda virusantigen detekteras pa basen av en signal i

anslutning till ndmnda produkts féarg.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kénnetecknat av att
namnda inerta protein valjs bland kasein och albumin.

3. Férfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att
namnda sparmedel vidare omfattar en specifik antikropp mot

namnda antigen, med vilken ndmnda enzym konjugerats.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att
namnda sparmedel vidare omfattar en specifik antikropp mot
namnda antigen samt en liposom konjugerad med denna anti-
kropp, i vilken ndmnda enzym inkapslats.

5. Forfarande for bestdmning av en antigen, kinnetecknat
av att
a) vatskan som antas innehdlla virusantigen sdtts i berd-

ring med en fast bdrare beklddd med inert protein men
inte med en specifik kapterande antiligand och ett
sparmedel omfattande en markdér, varvid ndmnda virusan-
tigen fdstes vid ndmnda beklddda bidrare och binds vid
namnda sparmedel, varvid den erhdllna bundna fraktionen
innehdller ndmnda markdr pd ytan av ndmnda barare;

b) namnda barare avskiljs frdn nadmnda vatska; och

c) markdren pd ytan av nadmnda bdrare detekteras, och pa
basen av detta kan man dra slutsatsen att ndmnda vi-

rusantigen dr ndrvarande i ndmnda vatska.

6. Forfarande enligt patentkrav 5, kidnnetecknat av att
namnda markdr vdljs bland en radioaktiv atom och ett fluo-
rescerande fargmedel, och den radioaktiva atomen detekteras
som radicaktivitetsimpulser som erhdlls ur den, och det
fluorescerande fargmedlet detekteras genom att utsdtta namn-
da fargmedel fOr exciterande ljus och genom att bestdmma den
fluorescensstralning den avger.
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7. Férfarande f&r att bestamma en virusantigen i en vits-
ka, ké&nnetecknat av att
a) en fOrsta vitska, som antas innehdlla virusantigen,

sdtts i berdring med ett membran bekldtt med inert pro-
tein men inte med specifikt kapterande antiligand och
en specifik antikropp mot ndmnda antigen, varvid en
férsta hydrolas konjugerats med antikroppen, varvid
namnda virusantigen fdstes vid ndmnda beklidda membran
och binds vid ndmnda antikropp, varvid den erhillna
bundna fraktionen innehdller namnda hydrolas pa ytan av
ndmnda membran;

b) ndmnda membran avskiljs frdn den f&rsta vatskan si att
den férsta vatskan leds genom membranet;

c) namnda beklddda membran sdtts i berdring med en andra
vatska, som innehdller en skyddad inhibitor, en andra
hydrolas som ar vasentligt icke-reaktiv med namnda
skyddade inhibitor samt substrat av namnda andra hydro-
las, varvid den férsta hydrolasen pd bararens yta and-
rar den skyddade inhibitorn till en inhibitor som hind-
rar namnda substrat frdn att &ndras till en fargad pro-
dukt under inverkan av den andra hydrolasen; och

d) namnda virusantigen detekteras pa basen av en signal i

anslutning till ndmnda produkts farg.

8. Férfarande enligt patentkrav 7, kdnnetecknat av att
namnda skyddade inhibitor &r en skyddad fluorketon.

9. Materialfdrpackning f8r att bestamma virusantigen med
férfarandet enligt patentkrav 1, kinnetecknad av att den
omfattar ett membran beklidtt med inert protein men inte med
specifikt kapterande antikropp, en antikropp med vilken en-
zymet konjugerats, substrat av namnda enzym samt en kapsel
som innehdller absorberande material placerat invid namnda
membran.

10. Materialfdrpackning enligt patentkrav 9, kannetecknad
av att den omfattar minst en annan reagens, som vdljs bland
enzymer, enzymsubstrat, skyddad inhibitor, buffer och salt-

1ésning.
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