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1
A3
Kohdekomponenttien middritys

Témé keksintd koskee ndytteiden kohdekomponenttien
mdritystd. Tarkemmin sanoen témd keksintd koskee kohteina
olevien solujen, hiukkasten tai organismien, joita t&mdn
jédlkeen nimitetddn "kohteiksi", osoittamista ja/tai pal-
jouden mddrittidmistd biologisista ndytteistd siten etta
samanaikaisesti muunnetaan kohteiden ominaispainca ja
esiintuodaan tai merkitd@dn kohteet.

US-patentissa 4 181 609, joka on mybnnetty 1. tam-
mikuuta 1980 S.C. Wardlaw'lle et al., esitelldsn veriana-
lyysimenetelmd, jossa erddt verisolut (retikulosyytit)
tiivistetd&n, niin ettd sentrifugoidussa verinaytteessd
muodostuu selvd solujen rajapinta. Siten retikulosyyttien
luonnollisen ominaispainon muuttaminen johtaa parannettuun
verikokeeseen. US-patentissa 4 332 785, joka on mydnnetty
1. tammikuuta 1982 Allenille et al., esitell&&n spesifinen
menetelm&, jossa kédytetddn fluoresoivia vasta-aineita re-
tikulosyyttien merkitsemiseen verindyteessd olevien reti-
kulosyyttien kvantitatiivisessa analyysissé; ja US-paten-
tissa 4 591 570, joka on mydnnetty 27. toukokuuta 1986
Changille, esitelld&n monien erilaisten vasta-aineiden,
jotka on sijoitettu kantajan pinnalle, kdayttd monien eri-
laisten antigeenien sieppaamiseksi immunoanalyysimenetel-
mdssd. Alalla ei kuitenkaan aikaisemmin ole esitelty
vleistd menetelm&&, johon liittyy monien erilaisten néyt-
teen komponenttien ominaispainon muuttaminen muutettujen
komponenttien kokoamiseksi yhteen sentrifugoidussa nayt-
teess8d ja komponenttien merkitseminen niiden tekemiseksi
helposti identifioitaviksi.

T&m& Keksintd koskee ndytteiden kohdekomponenttien
parannettua middritysts, johon liittyy havaittavasti erot-
tuvien liposomien kKiinnittdminen selektiivisesti kulloi-
siinkin ndytteen kohdekomponentteihin. Liposomit kiinni-
tetddn nédytteen komponentteihin liposomien pinnalle kiin-
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nitettyjen vasta-aineiden avulla. Vasta-aineisiin sisdltyy
véhintdén yksi vasta-aine, joka on spesifinen pinta-anti-
geenille, jonka tiedet&dn esiintyvdn naytteen kohdekompo-
nentin pinnalla. Voidaan samanaikaisesti kiinnitt&8 eri-
laisia vasta~aineita yhden ainocan liposomin pinnalle, ja
siten analyysi voi olla spesifinen kullekin monista eri-
laisista kohteista. Liposomien erottaminen aikaansaadaan
edullisesti n8kyvén tai koneella luettavan tunnusomaisen
merkkiaineen avulla, joka koteloidaan liposomien sisélle
tai yhdistet8sn fosfolipidikaksoiskerrokseen. Tunnusomai-
nen merkkiaine voi olla ndkyvd vériaine; koneella luettava
vdriaine; radioaktiivinen sdteilijsd tali vastaava.
Liposomit ovat mikroskooppisia, pallomaisia keino-
tekoisia rakenteita, jotka koostuvat p&#asiallisesti fos-
folipideistd. Liposomi voi koostua yhdestd tai useammasta
lamellifosfolipidivesikkelistd, jotka muodostavat suljetun
pallomaisen kuoren, joka voi olla kuormattu tai téytetty
sellaisella aineella kuin neste tai vastaava. Koska lipo-
somien koko on v&lilt# 150 -~ 250 nm ja lipidikalvon keski-
mddradinen paksuus on 2,5 nm, on ilmeistd, ettd liposomin
tiheyden m&&r&8s padasiallisesti koteloidun aineen, s.o.
vdriaineen tai merkkiaineen ja puskuriliuoksen tai kan-
taja~aineen tiheys. Menetelmid liposomien valmistamiseksi
ja Kkéyttédmiseksi on esitellyt julkaisussa "Liposomes:
Diagnostic and Therapeutic Applications" James O'Connell
lehden Medical Device and Diagnostic Industry joulukuun
1988 numerossa sivuilla 31 - 36.
Tédm& keksintd koskee erityisesti valmistettujen liposomien
kayttdd ndytteen erilaisten aineosien erottamiseen ja
esiintuomiseen. Liposomit on tdytetty tai Kuormattu mer-
kitsevdlld tai esiintuovalla aineella kuten nesteelld,
joka sisdltdd nakyvd& tai koneella luettavaa viriainetta
tai muuta havaittavissa olevaa komponenttia. Tdyteaineella
on ennalta md&rdtty ominaispaino, joka siten middrdi lipo-
somien ominaispainon. Liposomien ulkopinnassa on kiinni-
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tettynd yhtd tai useampaa erilaista vasta-ainetta, jotka
ovat spesifisid erilaisille pinta-antigeeneille, joiden
tiedetddn esiintyvén tutkittavissa erilaissa ndytteissd
olevien erilaisten kohteiden pinnalla. Siten liposomit
esimerkiksi voisivat olla t&ytettyjéd fluoresoivalla nes-
teellsd, jonka ominaispaino on 1,5, ja niihin voisi olla
kiinnitetty vasta-aineita A, B, C ja D, jotka olisivat
spesifisid pinta-antigeeneille a, b, ¢ ja d. N&md& pinta-
antigeenit olisivat antigeenej&, joiden tiedetdén esiinty-
vé&n yhden tai useamman kohteen pinnalla erilaisissa ndyt-
teissd, jotka voitaisiin tutkia joko kvalitatiivisesti tai
kvantitatiivisesti., Siten yhtd ainoaa analysointiainetta
voitaisiin k&yttdd useiden erilaisten néytteiden analy-
sointiin, esimerkiksi seuraavalla tavalla. On myds mahdol-
lista kéytt8ad erilaisia liposomeja A - D, joilla kullakin
on oma tiheytensd, ylld mainittujen a - d-pinta-antigee-
nien mid&rittédmiseen samanaikaisesti.

Edelld olevasta yleisestd esimerkiksta k&8y ilmi,
ettd Kkeksinndlld on laajaa kéyttH& lddketieteen alalla
diagnosointi- ja/tai paljoudenmdiritt@mismenetelmisd var-
ten. Tarvitsee ainoastaan tietdd médritettdvdn aineosan
ominaispaino ja mit# pinta-antigeenejé sillid on. Kun né&md
tosiasiat tiedetdan, voidaan aikaansaada liposomi aineosan
merkitsemiseksi ja sen kokoamiseksi yhteen nédytteessd,
Jjossa sitd on. Kaytettdvat vasta-aineet voivat olla poly-
klonaalisia tai monoklonaalisia vasta-aineita.

Sen vuoksi té&mén keksinndn er&&nd tarkoituksena on
tarjota parannettu menetelméd nidytteen analysoimiseksi mii-
rédtyn siind olevan kohdeaineosan suhteen.

T8mé&n keksinndn er&sdnd lisdtarkoituksena on tarjota
kuvatun mukainen menetelm8, joka voi muuttaa kohdeaineosan
ominaispainoa ja my®s tuoda esiin kohdeaineosat niiden
tekemiseksi todettavissa oleviksi n#ytteessi.

Tdmdn keksinnén vield er&&nad tarkoituksena on tar-

jota kohdeaineosan esiintuova aine, joka voidaan tehdi
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samanalkaisesti spesifiseksi monille erilaisille kohdeai-
neosille.

Tamidn keksinndén vield eri#nd tarkoituksena on tar-
jota kuvatun mukainen menetelm#, joka voi kvantitatiivi-
sesti ja/tai kvalitatiivisesti madrittdi ndytteessd olevat
kohdeaineosat .

N&m# ja muita keksinnén tarkoituksia ja etuja sel-
vi#§ paremmin seuraavasta sen useiden edullisten suoritus-
muotojen yksityiskohtaisesta kuvauksesta, kun t&hén yhdis-
tetdidn oheinen piirros, joka on kaavioesitys témé&n kek-
sinndn yhteydessd kéyttdd varten modifioidusta liposomis-
ta.

Viitaten piirrokseen, siind on esitetty yksilamel-
livesikkeliliposomi, joka on merkitty yleisesti numerolla
2. Vesikkelin 2 kalvo 4 on hyvin ohut, paksuudeltaan noin
40 A, ja kuitenkin koteloi suhteellisen suuren tilavuuden.
Vesikkelin sisusta sis#dltdd merkkiainenestettd 6 kuten
védriainetta tai vastaavaa, joka voi olla tai olla olematta
dispergoitu kantajanesteeseen. Vasta-aineet 8 on Kiinni-
tetty kalvon 4 ulkopuolelle. Esimerkkind esitet&dn nelja
erilaista vasta-ainetta A, B, C ja D kalvon 4 ulkopinnal-
la. Kuten aikaisemmin on mainittu, kuhunkin wvesikkeliin
voidaan haluttaessa itse asiassa kiinnitt#3 satoja (tai
tuhansia) erilaisia vasta-aineita. Vasta-aineiden uskotaan
voivan liikkua vesikkelin 2 ulkopinnalla, niin ettei tar-
vita erityistd vesikkelin suuntausta kohdeaineosien halu-
tun merkitsemisen aikaansaamiseksi. Huomattakoon, ettéd
koteloidun merkkiaineen 6 paljon suuremmasta osuudesta
kuin kalvon 4 osuus vesikkelissad johtuen merkkiaineen 6
ja/tai sen kantaja-aineen ominaispaino mi&r&d8 vesikkelin 2
ominaispainon.

Vesikkelit 2 voidaan valmistaa mink& tahansa tavan-
omaisen menetelmd@n avulla, jolloin merkkiaine 6 koteloi-
daan vesikkelien valmistuksen aikana, kuten on Kkuvattu
ylld identifioidussa O'Connellin kirjallisuusviitteessa.
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Szoka ja Papahadjopoulos kuvaavat useita menetelmid vasta-
aineiden kiinnitté&miseksi liposomeihin artkkelissaan: "Li-
posomes: Preparation and Characterization”, sivut 69 -~ 82,
From Physical Structure to Therapeutic Applications,
Elsevier/North Holland Biomedical Press 1981. Esimerkiksi
liposomit wvoidaan valmistaa koteloimalla 5 mM fluoresee-
iinisulfonihappo-merkkiainetta liuotettuna 5 mM EDTA-pus-
kurikantaja-aineeseen, jonka pH on 4,5. Vasta-aineita voi-
daan kytked ehyisiin liposomeihin sellaisen Schiff-emdksen
avulla, joka on pelkistetty neutraalissa tai emiksisessd
pPH-arvossa stabiiliksi amidiksi natriumsyaaniboorihydridi-
menetelmdn avulla, jonka ovat kuvanneet Fiddler ja Gray
julkaisusssa Analytical Biochemistry, vol. 86, sivuilla
716 -~ 724, T&ssé menetelmissi kdytetidsdn sellaisten liposo-
mien perjodaattihapetusta, jotka sisdltdvdt 10 moolipro-
senttia laktosyylikerebrosidia tai sekoitettuja aivojen
gangliosideja. Hapetusvaihe suoritetaan joko happamissa
(pH 5,5) tai emiksisisss (pH 8,4) olosuhteissa. pH-arvossa
5,5 tapahtuvan perjodaattihapetuksen aika téytyy kontrol-
loida huolellisesti, jotta estettdisiin perjodaattia mene-
mdstd sisdlle liposomeihin. MyShempi pelkistysvaihe nat-
riumsyaaniboorihydridin avulla suoritetaan neutraalissa
pH-arvossa. Vesikkelin eheys s#8ilyy reaktion aikana, kuten
osoittaa se seikka, ettd suljettua sisdllystd ei wvuoda
liposomeista eikd sis#snsuljettuja perjodaatilla halkais-
tavissa olevia komponentteja hapetu. Proteiinien kytkentéd
on tehokasta yll& mainitulla tekniikalla. Proteiini prote-
iiniin -ristikytkeytyminen tai liposomien yhdistyminen
eivdt ole vakavia ongelmia ylld mainitun menetelmén ta-
pauksessa.

T&tad keksinttd voidaan kéyttdd kokoverindytteessi
olevien retikulosyyttien paljouden madrittémisesssd. Reti-
kulosyytit ovat nuoria erytrosyyttejd, ja verindytteessi
olevien retikulosyyttien kvantitatiivista mittaamista voi-
daan kayttd4 ruumiin veren punasolujen tuotantonopeuden
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mddrittédmiseen. Reikulosyyttien paljouden mddrittdminen on
tirkedd anemian syyn mi#&rittédmisessd, ja sitd voidaan myOs
kayttdd "kompensoidun veren menetyksen", s.0. veren puna-
solujen normaalin m#drdn, joka on ldsnd ainoastaan veren
punasolutuotannon ep&dnormaalin suuren nopeuden vuoksi,
l4sndolon varmistamiseen. Tdllainen kompensoitu veren me-
netys voi olla varhainen osoitus pahanlaatuisuudesta tai
muista syistd8 johtuvan ruoansulatuskanavan verenvuodon
esiintymisests. Retikulosyyteilld on pinta-antigeeni
transferriini, johon antitransferriinivasta-aineet voivat
sitoutua. Kokoverindytteen retikulosyyttipopulaation m&&ra
voidaan siten ma&rittdsd kiinnittéam#lld antitransferriini-
vasta-aineita selléisten liposomien kalvoon, jotka sis&l-
t8v&at nestemdistd vdriainetta kuten vdrié tai fluoresoivaa
variainetta, jolla on erilainen ominaispaino kuin retiku-
losyyteilld ja kypsilld punasoluilla. Merkitsijsdliposomeja
sekoitetaan sitten verindytteen kanssa tarvittava m&&ra
kaikkien verindytteesssd olevien retikulosyyttien sitomi-
seksi. Seos pannaan sitten verenanalysointiputkeen, joka
on S.C. Wardlaw'lle et al. mydnnetyssd US-patentissa 4 027
660 esitellyn keksinn®n mukainen, ja paljous masdritetdan
siin8d kuvattujen menetelmien mukaan.

T&étHd keksint6d voidaan myds kdyttdsd henkildn veres-
s8 olevien T-imusolujen ja niiden alaryhmien osoittamiseen
ja paljouden m#d8rittdmiseen. T-imusolut ovat imusolujen
alaryhmd, jotka ovat solusidonnaisen immuniteetin v&litta-
ji8; ja B-imusolut ovat humoraalisen immuniteetin v&litté&-
ji& (vasta-aineen tuottajia).

Imusolujen reaktiokykyd spesifisi8 veressd olevia
antigeenejad kohtaan tarkastellaan US-patenttihakemuksessa
07/340 248, jonka ovat jétténeet 19. huhtikuuta 1989
Robert A. Levine ja Stephen C. Wardlaw. Aktivoiduilla imu-
soluilla (lymfoblasteilla) on pinta-aktivaatioantigeeneji
kuten transferriinin reseptori; HLA~Dr; Leu-23 ja vas-
taavia. Lymfoblastien osoittamiseksi vasta-aineita, jotka
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ovat spesifisi8 jollekin ylld mainituista imusolujen anti-
geeneistd, kiinnitet#&n liposomeihin, joihin on sisdlly-
tetty sopivaa merkkiainetta. Merkitsij8liposomeja sekoite-
taan sitten verindytteen kanssa sopivan ajan verran, jotta
sallittaisiin liposomien sitoutua kaikkiin lymfoblastei-
hin, jotka wvoivat olla l1l8sn8 verindytteessid. Seos siir-
retddn sitten verenanalysointiputkeen, joka on US-paten-
tissa 4 027 660 esiteltysd tyyppid, ja tutkitaan siinad ku-
vattujen menetelmien mukaan.

Koska tutkittavat solut ovat valkosoluja, valitaan
edullisesti sellainen merkkivériaine, ettd silld on eri-~
lainen ominaispaino kuin valkosoluilla, jotta saadaan mah-~
dolliset merkityt lymfoblastit kerrostumaan erilleen muis-
ta valkosoluista tai paikalliseksi vyShykkeeksi valkosolu-
jen joukkoon. Liposomien, joita kéytetdidn T-imusoluja kos-
kevassa imusolualaryhmén valinnassa, tiheys on pienempi
kuin 1,017 g/ml. Imusolujen keskimé&réinen tiheys on 1,06
g/ml ja tiheysalue 1,055 - 1,070 g/ml. Sen vuoksi kéytet-
tdvat liposomit kykenev&t pienentédmdidn kohteena olevien
T-imusolujen tiheyden saaden ne nousemaan imusolukerroksen
pddlle.

Seuraava on esimerkki keksinndn kéytostd verindyt-
teessd olevien T-imusolujen osoittamiseen. Merkkiaineseos,
joka kéEsitti 25 pl laimentamatonta 55-2/LEU~l-vasta-ainet-
ta kytkettynd liposomeihin, jotka oli tdytetty fluoreseii-
ni (fluoresoiva) -vériaineella, jonka ominaispaino oli
pienempi kuin 1,017 g/ml, lisdttiin 1 ml:aan EDTA-laskimo-
verta ja t&hdn seokseen lis&dttiin 25 pl laimentamatonta
pitoisuuden 0,42 g/10 ml omaavaa natriumfluoridin kanta-
liuosta. Natriumfluoridi tuottaa imusoluvy®&hykkeiden fluo-
resoimattomien Jja fluoresoivien komponenttien teridvammén
erottumisen. Y118 mainittuun seokseen lisg#ttiin 50 pl lai-
mentamatonta pitoisuuden 1,1 g/10 ml omaavaa kaliumoksa-
laatin kantaliuosta aikaansaamaan ter#dvampi punasolu/jy-

védssolu-erotus kuten on kuvattu alan aikaisemmassa julkai-
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sussa, johon on viitattu ensimmdiseksi yll&. Tulokseksi
saatua seosta inkuboitiin viiden minuutin ajan, mink& j&l-
keen seos sentrifugoitiin eri solutyyppien erottamiseksi
kapillaarissa tai muussa l&pin#dkyvdssd8 putkessa, joka si~
s8lsi muovikellukeainetta, joka laajentaa nidytteessd ole-
via eri soluja. Y1lda mainittua teknikkaa kdytettédessa
fluoresoivien imusolujen erillinen vy®hyke muodostui val-
kosolukerrokseen. Td&min vydhykkeen md8rd médritettiin mit-
taamalla sen aksiaalinen ulottuvuus putkessa. Tulokseksi
saatu arvo oli osoitus veressé olevista kiert8dvistd T-imu-
soluista. Kun k#ytet##n vériaineita tai merkkiaineita,
joilla on erilainen ominaispaino, merkityt solut voidaan
saada sedimentoitumaan muualle sentrifugoidussa verinayt-
teessa.

Keksintbd wvoidaan kayttdd myds biologisten nes-
teiden ndytteissd olevien muiden solujen, hiukkasten tai
organismien midrittédmiseen. Epé&normaalien md&rien beeta-
amyloidi-proteiinia (BAP) lé&sn&doloa tiedetd&n esiintyvén
sellaisten potilaiden aivoissa, ihossa ja paksusuolen 1i-
makalvossa, jotka kdrsividt Alzheimerin taudista, rappeut-
tavasta hermoston sairaudesta, ja vanhemmilla potilailla,
joilla on Downin syndrooma, synnynndinen hdirid, joka tun-
netaan myds trisomia 21:nd. BAP ei ole ollut osoitettavis-
sa seerumista tdh&n mennessd. BAP:n l&sn&olo imusolutyyp-
pid tai muita tyyppejd olevissa veren wvalkosoluissa voi-
daan osoittaa kdyttadm&lls liposomeihin kiinnitettyjé vas-
ta-aineita, jotka on suunnattu BAP:ssa olevia pinta-anti-
geenejd vastaan, joita antigeenj& on esilld BAP:a tuotta-
vien kiertdvien solujen pinnalla.

Mit& tulee organismien osoittamiseen biologisten
nesteiden nédytteistd, malariaan liittyvédt alkueldimet ovat
yvleensd solunsisiisis organismeja, jotka osoitetaan veren
punasoluissa immunologisten keinojen avulla, silla vasta-
aineet eivdt kykene tunkeutumaan veren punasolujen solu-
kalvon lapi ehyissd eldvissd soluissa. Falciparum-tyyppid
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olevat malariaan liittyvédt alkueldimet tuottavat tunnus-
omaisia veren punasolun muutoksia infektoiduissa veren
punasoluissa. Olisi elintédrkedd erottaa falciparum-malaria
ei-falciparum-malriasta, koska edellinen on usein kohtalo-
kas ja usein vastustuskykyinen yleisesti k&ytettyjé mala-
rialdikkeits kohtaan. Ei-asiantuntijoiden on vaikea morfo-
logisesti erottaa toisistaan falciparum-malaria ja ei-fal-
ciparum-malaria. Sellaisten merkitsijéliposomien k&Ayttémi-
nen, jotka kykenevit sitoutumaan falciparum-malarialla
infektoituihin punasoluihin, tekisi ammatti-ihmiselle mah-
dolliseksi identifioida infektio. Liposomien pinnalla ole-
vat vasta-aineet ovat spesifisi8 punasolukalvon pinta-an-
tigeenille, jota on ainoastaan falciparumin infektoimilla
punasoluilla.

Koska voidaan tehdd monia keksinndn esitellyn suo-
ritusmuodon muutoksia ja muunnoksia poikkeamatta keksinnén
ajatuksesta, ei ole tarkoitus rajoittaa keksintdd muuten

kuin kuten oheiset patenttivaatimukset vaativat.
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i

Patenttivaatimukset:

1. Ominaispainoa muuttava merkitsijdhiukkanen kay-
tettdviksi analysoitaessa biologisen nesteen ndytettd koh-
dekomponentin l&snidolon mé&rittdmiseksi, t unne t tu
siit#, ettd hiukkanen kdsittaa:

a) liposomivesikkelin;

b) vasta-aineen kiinnitettynd mainitun vesikkelin ulkopin-
nalle, joka vasta-aine on spesifinen mainitun kohdekompo-
nentin pinnalla olevalle pinta-antigeenille: ja

¢) merkkiaineen sis#&llytettynd mainittuun vesikkeliin,
joka merkkiaine tekee mainitun vesikkelin todettavissa
olevaksi biologisen nesteen ndytteessd ja joka merkkiaine
ja/tai sen Kkantaja-aine antavat mainitulle vesikkelille
ominaispainon, joka on erilainen Kuin mainitun kohdekompo-
nentin ominaispaino.

2. Ominaispainoa muuttava merkitsijdhiukkanen kay-
tettdvidksi analysoitaessa biologisen nesteen ndytettd sel-
laisen kohdekomponentin md&ritté&miseksi, joka on valittu
useita kohdekomponentteja k#sittévdstd ryhmédstd, t u n -
nettusiitd, ettd hiukkanen kdsittdd
a) liposomivesikkelin;

b) v&hint8&n kaksi erilaista vasta-ainetta kiinnitettynd
mainitun vesikkelin ulkopinnalle, jolloin kukin mainituis-
ta erilaisista vasta-~aineista on spesifinen erilaiselle
mainittujen kohdekomponenttien pinnalla olevalle pinta-
antigeenille; ja

c) merkkiaineen sisdllytettynd mainittuun vesikkeliin,
joka merkkiaine tekee mainitun vesikkelin todettavissa
olevaksi biologisen nesteen ndytteessd ja joka merkkiaine
antaa mainitulle vesikkelille ominaispainon, joka on eri-
lainen Kkuin mainittujen kohdekomponenttien ominaispaino.

3. Monia ominaispainoa muuttavia merkitsij&hiukka-

sia kéytettdvidksi analysoitaessa biologisen nesteen nay-
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tettd monien kohdekomponenttien ldsn#dolon médrittémiseksi,
tunnettuijasiitd, ettd hiukkaset kisittévit:

a) ryhmdn ensimmiisi& liposomivesikkeleitd, jolloin kus-
sakin mainituista ensimmiisistd vesikkeleistd on ensim-
mdistd vasta-ainetta kiinnitettynd nédiden ensimméisten
vesikkelien ulkopinnalle, joka mainittu ensimméinen vasta-
aine on spesifinen yhden mainituista monista kohdekompo-
nenteista pinnalla olevalle pinta-antigeenille; ja ensim-
méistd merkkiainetta siséllytettynd mainittuihin ensimmé&i-
siin vesikkeleihin, joka ensimmidinen merkkiaine tekee mai-
nitut ensimmidiset vesikkelit todettavissa oleviksi biolo-
gisen nesteen nédytteessd ja joka mainittu ensimmdinen
merkkiaine antaa mainituille ensimmdisille vesikkeleille
ensimmdisen ominaispainon, joka on erilainen kuin mainitun
yhden mainitﬁista kohdekomponenteista ominaispaino; ja

b) ryhmadn toisia liposomivesikkeleitd, jolloin Kkussakin
mainituista toisista vesikkeleistd on toista vasta-ainetta
kiinnitettynd naiden toisten vesikkelien ulkopinnalle,
joka mainittu toinen vasta-aine on spesifinen toisen mai-
nituista monista kohdekomponenteista pinnalla olevalle
pinta-antigeenille; ja toista merkkiainetta sis&llytettynd
mainittuihin toisiin vesikkeleihin, joka mainittu toinen
merkkiaine tekee mainitut toiset vesikkelit todettavissa
oleviksi biologisen nesteen n#ytteess3d ja joka mainittu
toinen merkkiaine antaa mainituille toisille vesikkeleille
toisen ominaispainon, joka on erilainen kuin mainitun toi-
sen mainituista kohdekomponenteista ominaispaino ja on
myos erilainen Kuin mainittu ensimmdinen ominaispaino.

4. Menetelm# biologisen nesteen ndytteen analysoi-
miseksi kohdekomponentin l&sndolon ndytteesssd masrittémi-
seksi, tunnet tusiitd, ettd menetelm& késittssd seu- .
raavat vaiheet:

a) hankitaan suuri m8&rd liposomivesikkeleitd, joiden ul-
kopinnalle on kiinnitetty vasta-ainetta, joka on spesifi-
nen mainitun kohdekomponentin pinnalla olevalle pinta-an-
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tigeenille; joihin mainittuihin vesikkeleihin on sis#lly-
tetty merkkiainetta ja/tal kantaja-ainetta, joka tekee
mainitut vesikkelit todettavissa oleviksi biologisen nes-
teen ndytteessd ja joka mainittu merkiaine ja/tai kantaja-
aine antaa mainituille vesikkeleille ominaispainon, joka
on erilainen kuin mainitun kohdekomponentin ominaispaino;
b) lis&t&8n mainittuja vesikkeleitd nesteen ndytteeseen
niiden seoksen muodostamiseksi;

c) sentrifugoidaan seos Kkaikkien liposomi-kohdeyhdistel-
mien erottamiseksi gravimetrisesti erilliseksi vydhykkeek-
si seoksessa ja

d) identifioidaan mainittu erillinen vy&hyke ja/tai m&&ri-
tetddn sen paljous sentrifugoidussa seoksessa.

5. Menetelm& biologisen nesteen nédytteen analysoi-
miseksi vahintd#n kahden kohdekomponentin l&sndolon néyt-
teessd madrittémiseksi, tunne t t u siitd, ettd mene-
telmd kdsittd& seuraavat vaiheet:

a) hankitaan suuri mds8ré ensimméisid liposomivesikkeleitsi,
joiden ulkopinnalle on kiinnitetty ensimméistd vasta-ai-
netta, joka on spesifinen yhden mainituista kohdekomponen-
teista pinnalla olevalle pinta-antigeenille; joihin mai-
nittuihin ensimmdisiin vesikkeleihin on sisdllytetty en-
simmdistd merkkiainetta, joka tekee mainitut ensimmdiset
vesikkelit todettavissa oleviksi biologisen nesteen ndyt-
teessd ja joka mainittu ensimméinen merkkiaine antaa mai-
nituille ensimmidisille vesikkeleille ensimmédisen ominais-
painon, joka on erilainen kuin mainitun yhden mainituista
kohdekomponenteista ominaispaino:;

b) hankitaan suuri m&&ré toisia liposomivesikkeleitd, joi-
den ulkopinnalle on kiinnitetty toista vasta-ainetta, joka
toinen vasta-aine on spesifinen toisen mainituista kohde-
komponenteista pinnalla olevalle pinta-antigeenille; joi-
hin mainittuihin toisiin wvesikkeleihin on sisdllytetty
toista merkkiainetta, joka tekee mainitut toiset vesikke-
lit todettavissa oleviksi biologisen nesteen nd@ytteessd ja
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joka toinen merkkiaine antaa mainituille toisille vesikke-~
leille ominaispainon, joka on erilainen kuin mainitun toi-
sen mainituista kohdekomponenteista ominaispaino ja joka
on my6s erilainen kuin mainittu ensimmiiinen ominaispaino;
c) lisdtddn mainittuja vesikkeleitd nesteen naytteeseen
niiden seoksen muodostamiseksi;

d) sentrifugoidaan seos kaikkien liposomi-kohdeyhdistel-
mien erottamiseksi gravimetrisesti erillisiksi vyBhykkeik-
si seoksessa ja

e) identifioidaan mainitut erilliset vydhykkeet ja/tai
médritetédsdn niiden paljous sentrifugoidussa seoksessa.

6. Menetelmd verindytteen analysoimiseksi BAP:n
ldsndolon ndytteessd md&8rittémiseksi, tunnet tusii-
td, ettsd menetelmd kdsittéd seuraavat vaiheet:

a) hankitaan suuri md&rd liposomivesikkeleitd, joiden ul-
kopinnalle on kiinnitetty vasta-ainetta, joka on spesifi-
nen BAP:a tuottavien verisolujen pinnalla olevalle pinta-
antigeenille; joihin mainittuihin vesikkeleihin on sis&l-
lytetty merkkiainetta, joka tekee mainitut vesikkelit to-
dettavissa oleviksi verindytteessd ja joka merkkiaine an-
taa mainituille vesikkeleille ominaispainon, joka on eri-
lainen kuin mainittujen BAP:a tuottavien solujen ominais-
paino;

b) lis&t&dn mainittuja vesikkeleitd verindytteeseen niiden
seoksen muodostamiseksi;

c) sentrifugoidaan seos kaikkien liposomi-verisoluyhdis-
telmien erottamiseksi gravimetrisesti erilliseksi vy6hyk-
keeksi seoksessa ja

d) identifioidaan mainittu erillinen vydhyke ja/tai m#&ri-
tetaén sen paljous sentrifugoidussa seoksessa.

7. Menetelmd8 verindytteen analysoimiseksi falci- .,
parum-malaria-alkueldinten l&sndolon nédytteessd midrit-:
tamiseksi, t unne t t u siitd, ettd menetelmd kidsittaa

seuraavat vaiheet:
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a) hankitaan suuri m#3rd liposomivesikkeleitd, joiden ul-
kopintaan on kiinnitetty vasta-ainetta, joka on spesifinen
mainittujen alkueldinten infektoimien veren punasolujen
pinnalla olevalle pinta-antigeenille; joihin mainittuihin
vesikkeleihin on sisd8llytetty merkkiainetta, joka tekee
mainitut vesikkelit todettavissa oleviksi ndytteessd ja
joka merkkiaine antaa mainituille vesikkeleille ominais-
painon, joka on erilainen kuin mainittujen alkuel&inten
ominaispaino;

b) lis&t&88n mainittuja vesikkeleitid néytteeseen niiden
seoksen muodostamiseksi;

c) sentrifugoidaan seos kaikkien liposomi-alkueldinyhdis-
telmien erottamiseksi gravimetrisesti erilliseksi vy®Shyk-
keeksi seoksessa ja

d) identifioidaan mainittu erillinen vyOhyke ja/tai mé&ri-
tet&dn sen paljous sentrifugoidussa seoksessa.

8. Menetelmd verindytteen analysoimiseksi T-imu-
solujen tai niiden alaryhmien l&sn&olon néytteessd m88rit-
t8miseksi, t unnet t u siitd, ettd menetelmd kdsittas
seuraavat vaiheet:

a) hankitaan suuri m8ar& liposomivesikkeleitd, joiden ul-
kopintaan on kiinnitetty vasta-ainetta, joka on spesifinen
mainittujen T-imusolujen tai alaryhmien pinnalla olevalle
pinta-antigeenille; joihin mainittuihin vesikkeleihin on
sisdllytetty merkkiainetta, joka tekee mainitut vesikkelit
todettavissa oleviksi n8ytteessd ja joka mainittu merkki-
aine antaa mainituille vesikkeleille ominaispainon, joka
on erilainen kuin mainittujen T-imusolujen tai alaryhmien
ominaispaino;

b) lis&td8n mainittuja vesikkeleitd ndytteeseen niiden
seoksen muodostamiseksi:

c) sentrifugoidaan seos kaikkien liposomi-T-imusolu- tai -
alaryhmédyhdistelmien erottamiseksi gravimetrisesti erilli-
seksi vybhykkeeksi seoksessa ja

d) identifioidaan mainittu erillinen vyShyke ja/tai m#&ri-
tetddn sen paljous sentrifugoidussa seoksessa.
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