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Keksintd koskee menetelmdd ndytteen preparoimiseksi immuunitutkimusta
varten, jossa menetelmdssd mikrobiproteiini liuotetaan detergentin
avulla korotetussa lampdtilassa ja alkali- tai maa-alkalimetalli-
ionin ldsndollessa. Detergentti liukcnee korotetussa limpstilassa.
Metalli-ionin lisndolo tekee detergontistd kuitenkin alemmissa
limpbtiloissa liukenemattoman, niin cttl sen hidiridvaikutus immuuni-
tutkimukselle estetddn. Erds erityissovellutus on Chlamydia
trachomatisin ulomman kalvon pdidproteiinin liuottaminen.

Uppfinningen avser ett forfarande f&r preparering av ett prov for
immunanalys, i vilket férfarande ett mikrobprotecin l&ses med hjilp

av en detergent vid forhdjd temperatur och i nirvaro av en alkali-
eller jordalkalimetalljon. Vid f8rh&3jd temperatur 1&scr sig detergenten.
Ndarvaron av metalljonen gér emellertid detergenten oléslig vid liigre
temperaturer sid att dess stdrande inverkan pd immunanalysen for-
hindras. En specialtilldmpning &r ldsandet av huvudprotcinet i den
yttre membranen hos Chlamydia trachomatis.
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Menetelmd& Chlamydia trachomatiksesta saatujen mikrobipro-
teiinien valmistamiseksi immunom#dritystd varten

Tdmd keksintd koskee menetelm#d Chlamydia trachoma-
tiksesta saatujen mikrobiproteiinien valmistamiseksi immu-
nomddritystd varten. Toisin sanoen keksint® koskee deter-
genttien k&yttd proteiinin liuottamiseen proteiinien an-
tigeenisten ominaisuuksien esille saamiseksi havittdmatti
mahdollisuutta havaita proteiiniantigeeni immunom&&drityk-
sessd.

Detergentit on pitkd8n tiedetty reagensseiksi,
joilla voidaan liuottaa monia biokemiallisia aineita, eri-
tyisesti mikrobien proteiineja ja proteiinikompekseja.
Tamd mahdollisuus on hyddyllinen proteiinien antigeenien,
jotka sitten voidaan havaita immunom##&ritysmenetelmin, va-
pauttamiseksi tai paljastamiseksi. Antigeeniliuoksessa
oleva detergentti kuitenkin est#8 immunom&irityksen es-
tamdlla antigeenin sitoutumisen kiinte#in faasiin immobi-
lisoituun vasta-aineeseen. T&h&n mennessid ei ole ollut
saatavana kdytdnndllistd, halpaa menetelm#i t#min deter-
gentin haitallisen vaikutuksen estdmiseksi immunom#&rityk-
sessd. Se, ettd ndytettd yksinkertaisesti laimennetaan, on
epdtyydyttdvdd. Jos esimerkiksi immunom#iritysnidytetti
laimennetaan liuotuksen jdlkeen siten, ett#d detergenttipi-
toisuus ei end8 haittaa mééritysts, johtaa samalla tapah-
tuva antigeenipitoisuuden aleneminen antigeenitasoon, joka
on tutkimuksen havaitsemisrajan alapuolella. My®sk#in an-
tigeenin alkupitoisuuden nostaminen immunom#iritysniyt-
teessd sellaiseksi, ettd antigeenipitoisuus ndytteen lai-
mennuksen jdlkeen on havaittavuusrajan yl#puolella, ei
useinkaan ole kdytdnndssd mahdollista, koska ndytteet ovat
usein vdistdméttd pienid. Siten alalla on tarve saada ai-
kaan menetelm8 proteiinien 1liuottamiseksi detergentin
avulla, joka menetelmd ei samanaikaisesti estid immunom&i-
rityksid.
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Erityissovellutus, johon detergenttej# voidaan me-
nestyksellisesti kdyttd4, on Chlamyda trachomatisin ulom-
man kalvon pddproteiinin liuotus. T&md mikro-organismi on
toinen luokan Chlamydiales heimon Chlamydiaceae kahdesta
lajista. Toinen 1laji on Chlamydia psittaci. Chlamydia
trachomatisin suunnilleen 15 eri kantaa ovat etiologisia
agensseja joukolle ihmisen silmd- ja genitaalisairauksia,
trakooma, sulkeumasidekalvontulehdus, lokeronivusajos,
"epdspesifinen" eli nongonokokkaalinen virtaputkentuleh-
dus ja perdsuolentulehdus mukaan luettuina. C. trachomatis
-infektio on levinnyt koko ihmisyhteisd®n. On arvioitu,
ettd C. trachomatis on esimerkiksi syyn# useisiin miljoo-
niin nongonokokkaalisiin virtsaputkentulehdustapauksiin
vuosittain.

Koska C. trachmatisin aiheuttamat sairaudet ovat
laajalle levinneitd, on luotettava, yksinkertainen ja hal-
pa testi tdmdn organismin l#8sndolon toteamiseksi hyvin
toivottava, jotta voitaisiin ryhty4 asianmukaiseen hoi-
toon. Ainoa nyky&dn kdyttssd oleva serologinen testi on
mikroimmuunifluoresenssitesti. T4m# testi vaatii kuiten-
kin C. trachomatis -kantojen kdytt&d serologisen testin
antigeenina. Valmiuksia tam#n testin tekemiseksi on 1li-
sdksi vain rajoitetussa mdidrdssd laboratorioita koko maa-
ilmassa. Testi on hyvin tydlds, aikaavievd ja vaikea suo-
rittaa.

T8m8 keksintd koskee menetelmdi# nidytteen preparoi-
miseksi immunomddritystd8 varten ja se on erityisen kdyt-
tokelpoinen mikrobisoluproteiinindytteiden, kuten Chlamy-
dia trachomatisin ulomman kalvon p##proteiinindytteiden
preparoimiseen. On havaittu, ettd tdma& nimenomainen pro-
teiini on lajispesifinen antigeeni ja siten kaytt®kelpoi-
nen immunom8&rityksessd t&mdn organismin lisn#olon totea-
miseksi infektoituneessa yksiléssi.

Ennen kuin organismien, kuten C. trachomatisin so-
luproteiineja voidaan k#yttd3d immunom#irityksess#, tulee
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proteiinia sisdltdvid4 soluseindd muuttaa silli tavalla,
ettd asianmukainen vasta-aine tunnistaa proteiinin. Deter-
genttik8dsittely on havaittu tehokkaaksi t#h3n tarkoituk-
seen. Erityisen arvokkaita soluseindproteiinin liuottami-
sessa ovat ionittoman detergentin lauryylisulfaatin suo-
lat. Detergentin mybhemmin teht#dvdlle immunom#iritykselle
aiheuttaman hdiridn estdmiseksi tdmidn keksinndn mukaisessa
menetelmdss8 sisdllytetd&n alkali- tai maa-alkalimetalli-
ionia detergenttiliuokseen. Detergentti on liukenevaa kor-
keissa laémpdtiloissa tdllaisten ionien 1ldsndollessa.
Alemmissa l&mpdtiloissa, kuten huoneenlémp&tilassa, deter-
gentti saostuu ja voidaan mahdollisesti poistaa ennen im-
muunitutkimuksen tekemist4.

Keksinntén mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd sekoitetaan Chlamydia trachomatikesta saatu mikrobi-
proteiinindyte vesiliuokseen, joka sisdltda proteiinin
livottavan md#rdn ionista detergenttis, jolla on alkali-
tai maa-alkalimetalli-ioni kationina nédyteliuoksen saami-
seksi; inkuboidaan ndytettd korotetussa lampdtilassa riit-
tdvédn pitk83n proteiinin liuottamiseksi; ja jddhdyteté&in
ndyteliuos yhdisteen, jossa on alkali- tai maa-alkalime-
talli-ioni kationina, 1l&4sn#8ollessa, joka yhdiste toimii
lampdtilasta riippuvana saostavana yhdisteen3, joka siten
saa aikaan detergentin saostumisen liuoksesta huoneenl&m-
pbtilassa tai hieman sen yl#puolella, mutta ei vaikuta
detergentin liukoisuuteen korotetuissa l&mp&tiloissa, yh-
disteen kationin ollessa eri kuin detergentin kationi.

Keksinndén mukaisessa menetelmidssid kdytetddn lampb-
tilasta riippuvaa saostusainetta proteiinin saostavan de-
tergenttimddrdn poistamiseen immunomddritysndytteesta.
Detergentit ovat hyvin tehokkaita proteiinia liuottavia
aineita, erityisesti mikrobisoluproteiineille, kuten Chla-
mydia trachomatisin ulomman kalvon p##proteiinille. Koska
detergentit kuitenkin h#iritsevdt immunom#iritystid esti-
malld antigeenin sitoutumisen, tdytyy ne poistaa ndyteliu-
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oksesta ennen tutkimuksen tekemisti.

On havaittu, ettd kun ndyteliuokseen sis#llytetsin
vyhdistettd, joka sisdltd4 alkali- tal maa-alkalimetalli-
ionia, alenee detergentin, kuten lauryylisulfaatin, 1liu-
koisuus veteen suuresti huoneenlimpdtilassa tai vdhin sen
yl8puolella (ts. noin 30 °C:ssa tai sen alapuolella), mut-
ta wvaikutus liukoisuuteen on pieni tai olematon korote-
tuissa l8mpbtiloissa. Koska n#dilld yhdisteilld on Kkyky
saada aikaan detergentin l&mpdtilasta riippuvainen saos-
tuminen, kutsutaan niitd joskus t#dstedes saostaviksi yh-
disteiksi. On ymmdrrettdvd, ettei tdm# tarkoita sitid, et-
td yhdisteet itse saostavat detergentin, vaan sitd, ettd
ne vain saavat aikaan saostumisen. Alkali- ja maa-alkali-
metalleilla tarkoitetaan alkuaineiden jaksollisen jarjes-
telmdn ryhmien I ja II alkuaineita, joihin kuuluvat muiden
muassa litium, natrium, kalium, magnesium, kalsium ja ba-
rium. Siten voidaan esimerkiksi natrium- tai litiumlau-
ryylisulfaatin ja kaliumionin vesiliuosta k#dyttd34 mikro-
biproteiinin liuottamiseen korotetussa l&mp&tilassa. Liuos
ja8hdytet88n sitten suunnilleen huoneenlédmpdtilaan tai
vdh8n sen yldpuolelle, mikd saa aikaan detergentin saos-
tumisen. Detergentti voidaan mahdollisesti poistaa sentri-
fugoimalla tai suodattamalla. Poistettiinpa saostunut de-
tergentti tai el, tehddin immunom3dritys sitten proteii-
nindytteestd detergentin hdiritsemdttd. Koska saostavalla
yhdisteelld el ole mit#8n osaa keksinnssi ennen j&shdy-
tysvaihetta, se voidaan lisdtd liuokseen proteiinin liuo-
tuksen jdlkeen alussa tapahtuvan detergenttiin yhdist#mi-
sen sijasta.

Soveltuviin detergentteihin keksinnén yhteydessi
kdytettdviksi kuuluvat lauryylisulfaatit, kuten natriumdo-
dekyylisulfaatti ja litiumdodekyylisulfaatti. Detergent-
tid on liuoksessa yleensd ldsnd pitoisuutena noin 0,01 -
2,0 § (paino/tilavuus). Pitoisuus on mielell#in noin
0,01 - 1,0 % (paino/tilavuus), edullisesti noin 0,05 -
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0,1 % (paino/tilavuus).

Saostavaa yhdistettd on ldsnd liuoksessa noin

0,01 - 2,0 mol/1. Pitoisuus on mielelli&n noin 0,01 -
1,0 mol/1, edullisesti noin 0,05 - 1,0 mol/1l. Mitd tahan-
sa vesiliukoista yhdistettd, jossa on alkali- tai maa-al-
kalimetalli-ioni kationina, voidaan k&dyttis. Yhdiste voi
olla esimerkiksi fosfaatti-, kloridi- tai karbonaattisuo-
la. Kulloinkin k#8ytettdvd#n saostavan yhdisteen wvalintaan
vaikuttaa kdytettdvd detergentti. Esimerkiksi natriumdode-
kyylisulfaatti saostuu parhaiten huoneenlimp®tilassa riit-
tdvien kalium-, kalsium- tai bariumionipitoisuuksien vai-
kutuksesta, kun taas 1litiumdodekyylisulfaatti saostuu
riittdvédn hyvin edelld mainittujen ionien 1lis#ksi myds
magnesium- ja natriumionien vaikutuksesta.

Detergentin ja saostavan yhdisteen vesiliuos lisi-
t438n ndytteeseen, kuten kohdunkaulasta tai virtsaputkesta
otettuun sivelyndytteeseen. Ndyte sekoitetaan perinpohjin
detergentin ja saostavan yhdisteen vesiliuoksen kanssa,
jolloin saadaan ndyteliuos. Sekoitettaessa ndyteliuos huo-
neenldmpdtilassa, detergentti j&& 1liukenematta. Liuos,
Jossa detergentti on liukenemattomana, kuumennetaan huo-
neenldmpdtilasta noin 60 - 120 °C:seen ja pidetdin tédsséa
ldmpbtilassa noin 5 - 30 minuuttia. T#dss8 inkubointil&mpd-
tilassa detergentti liukenee ja liuottaa mikrobiproteii-
nin, jolloin antigeeni paljastuu immuunimiiritystd varten.

Inkuboinnin jdlkeen 1liuos jadhdytetdidn nopeasti
jd8haudetta tali muuta sopivaa keinoa kdyttden riittédvén
alhaiseen l&mpdtilaan detergentin saostamiseksi. Vaihto-
ehtoisesti voidaan liuosta jddhdyttdd hitaasti, kunnes se
saavuttaa huoneenldmpttilan. Soveltuvaa puskuria, kuten
fosfaattipuskuria (esimerkiksi liuosta, joka sis#dltsd 0,2
mol/l natriumfosfaattia ja 0,1 % (paino/tilavuus) naudan
seeriumalbumiinia, pH 7,4), voidaan l1is#td ennen inkuboin-
tia tal sen jdlkeen. Puskuri pitd8 liuoksen pH:n alueella
noin 6,5 - 8,0. Jdshdytyksen jilkeen voidaan saostunut
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detergentti poistaa tai se voidaan j4tt#4 liuokseen. Jos
detergentti jidtetddn liuokseen, silli on vdh#dinen vaikutus
tai ei ollenkaan vaikutusta immunom#iritykseen, koska se
el ole liuoksessa.

Kuten edelld mainittiin, on tdm3n keksinn®dn mukai-
sen menetelmén erityiskdytttkohde Chlamydia trachomatisin
liuokseen saattaminen. C. trachomatisin ulomman kalvon
pddproteiini muodostaa noin 60 % mikro-organismin ulomman
kalvon koko proteiinim8drsstd ja sen koko eli alayksikén
molekyylipaino on 38 000 - 44 000 daltonia keskim#d#rdisen
molekyylipainon ollessa 39 500 daltonia. Tistedes kiyte-
tddn tdstd C. trachomatisin ulomman kalvon p#idproteiini-
ryhmdstd helppouden vuoksi lyhennettd MP 39,5, joka tulee
ilmauksesta "ulkomembraanin pddproteiini, jonka alayksikén
molekyylipaino on 39 500 daltonia". MP 39,5 on lajispe-
sifinen antigeeni siind mielessd, ettd testattuna kaikkien
C. trachomatis -serotyyppien vasta-aineita vastaan se rea-
goi lajispesifisesti. Antigeenina MP 39,5 tarjoaa perus-
tan kaikkien C. trachomatis -serotyyppien identifioinnil-
le.

Antigeenin, kuten MP 39,5:n, vastaisia lajispesi-
fisid vasta-aineita voidaan muodostaa soveltuvin inoku-
lointimenettelyin 1laboratorioel&imiss4d, kuten hiirissi
ja/tai kaniineissa. El&dimissd kehitettyj3 vasta-aineita
voldaan kdyttdd infektion tutkimiseen muissa nis#kk#dissi.
Namd tutkimukset voidaan tehdd hyvin tunnetuin menette-
lyin, joita kdytetdsdn tutkittaessa bakteeriantigeenin l4s-
ndoloa infektoituneessa kohteessa. Kun monospesifisten
vasta-aineiden muodostaja on varmistettu antigeenilla ino-
kuloitujen koe-eldinten joukosta, voidaan nis#kkiist4,
joiden epdillédn olevan infektoituneita, saadut n#ytteet
tutkia joko suorin tai epé&suorin tutkimusmenettelyin.
Sellaiset tutkimusmenetelmdt kuin entsyymiin liitetty im-
muuniabsorbenttimédritys tai radioimmuunim#iritys ovat
soveltuvia ndihin tarkoituksiin.
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Suorassa tutkimuksessa antigeenin vastainen mono-
pesifinen vasta-aine kiinnitet#din kovalenttisesti tai
ei-kovalenttisesti kiintedfaasikantajasysteemiin. T4llais-
ten menetelmien yhteydessd totutulla tavalla voi kantaja-
systeemi olla lasia, muovia tail vastaavaa materiaalia.
Kiintedfaasikantajaa ja siihen liitettyd monospesifisti
vasta-ainetta voidaan inkuboida keksinn¥n mukaisella ta-
valla preparoidun, infektoituneesta yksil¥sts aiemmin ote-
tun ndytteen kanssa.

Monospesifinen vasta-aine, joka on ennalta leimattu
radionuklidilla tai liitetty entsyymiin tunnetuin menetel-
min, tasapainotetaan sitten kantajasysteemid vastaan.
Ndytteessd mahdollisesti 1l&sn8oleva antigeeni, joka on
sidottu kantajasyteemilld olevaan vasta-aineeseen, sitou-
tuu puolestaan radionuklidileimattuun tai entsyymiin 1ii-
tettyyn vasta-aineeseen. Jos kdytetddn radionuklidileimat-
tua vasta-ainetta, voidaan sitten mdarittdd ndytteen jadin-
ndsradioaktiivisuus. Kun kédytetddn entsyymiin liitettyé&
vasta-ainetta, lisdtd¥n entsyymille spesifistd substraat-
tia kiintedn kantajan sisdltdvidsn reaktioseokseen ja tu-
loksena oleva vdrinmuutos rekister$iddin spektrofotomet-
risesti. T&td vidrinmuutosta verrataan n#dytteiden, jotka
tiedetddn vapaiksi antigeenista, aiheuttamaan vi3rinmuutok-
seen. Antigeenin, kuten MP 39,5:n, l&4sn#olo nis#dk&sniyt-
teissd voidaan tdten tutkia suoraan.

Vaihtoehtoisesti voidaan kdytt#44 ep8suoria tutki-
musmenetelmid. Tarkemmin ilmaistuna antigeeni voidaan si-
toa kovalenttisesti tai ei-kovalenttisesti soveltuvaan
kiintedfaasikantajasysteemiin. Infektoituneeksi epdillysts
yksiléstd8 otettu néyte preparoidaan edelld kuvatulla ta-
valla. Sitten ndyte sekoitetaan tunnettuun m3#r&3n t&min
antigeenin vastaista radionuklidileimattua tai entsyymiin
liitettyd vasta-ainetta, joka on aiemmin eristetty labo-
ratorioeldimestd. Ndytevasta-aineseosta voidaan sitten
inkuboida kiinte#faasikantajasyteemin ja siihen liittyneen
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antigeenin kanssa.

Kiintedn kantajasysteemin radioaktiivisuus tai ent-
syymiin liitetyn systeemin vérinmuutos mitataan ja niiti
verrataan standardindytteisiin, jotka on k#dsitelty samal-
la tavalla eivdtk# sis#dlld antigeenia.

Kliinisen ndytteen, jonka ep#ill3d#n sis3iltivin
tiettyd mikro-organismia, kyky estd8 radionuklidileimat-
tujen tai entsyymiin liitettyjen vasta-aineiden sitoutu-
mista kiinte8dn kantajaan osoittaa antigeenin l&sni- tai
poissaolon ndytteessd. Mahdollisesti esiintyvd esto on
osoltus infektiosta.

Tdllaisia tutkimusmenetelmid tuntevat tietdvit mui-
takin soveltuvia tutkimusmenetelmiH.

Esimerkki 1 valaisee tdmdn keksinndn mukaista mene-
telmdd C. trachomatisin MP 39,5:n yhteydessid kiytettyni.
Taulukossa I verrataan vertailuimmunom#iritystd ma3rityk-
seen, jossa kdytetddn keksinndn mukaisesti preparoitua
ndytettd.

Esimerkki 1

450 pl:aan fosfaattipuskuriin (0,2 mol/l1 natrium-
fosfaattia ja 0,1 % (paino/tilavuus) naudan seerumialbu-

miinia, pH 7,4) valmistettua Chlamydia trachomatis -varas-
toliuosta lisdttiin kaliumkloridia riitt#dva m3ird ndytteen
kaliumionipitoisuuden sd&tdmiseksi 0,1 mol/l:ksi. Sitten
lis8ttiin noin 50 pl liuosta, joka sis#lsi 1 paino-% SDS
(natriumdodekyylisulfaattia) vedessd ja kuumennettiin ndy-
te 100 °C:seen. Ndytettd inkuboitiin t#dssi ldmpdtilassa 10
minuuttia ja jdshdytettiin sitten huoneenldmpdtilaan jHai-
hauteessa SDS:n saostamiseksi. Sitten tehtiin immunom#&ri-
tykset suhteissa 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 ja 1:16 laimennetuille
varastoliuoksille poistamatta saostunutta detergenttii.
Vertailundyte preparoitiin muuten samalla tavalla, mutta
kaliumkloridin lisdys j&tettiin tekem#dttd. Taulukossa 1
esitettdvdt tulokset osoittavat, ettd Chlamydian suhteen
positiivinen tulos on saavutettavissa paljon laimeammilla
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liuoksilla kuin vertailunéytteestd, johon ei lisdtty saos-
tusainetta. Tadmd osoittaa herkkyyden huomattavan parantu-
misen.

Tdssd on kuvattu parasta tapaa ja edullisia suori-
tusmuotoja. Keksintddn voidaan myds tehdd& muunnoksia ja

muutoksia.
Taulukko I

Chlamydia-kanta- EIA-tulokset?’
liuoksen® lai- Esimerkin mukai- Kisittelem&tdn
mennussuhde sesti kdsitelty (vertailundyte)

1:16 0,53 0

1:8 0,94 0]

1:4 1,31 0,11

1:2 1,65 0,27
Laimentamaton 1,81 0,45

'laimentamattomassa liuoksessa 5 x 10’ perusyksikk&#/ml
0,02 M natriumfosfaattipuskurissa

?{1lmaistu aallonpituudella 450 nm mitatun absorbanssin op-
tisen tiheyden S/N-suhteena.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd Chlamydia trachomatiksesta saatujen mik-
robiproteiinien valmistamiseksi immunomd#dritysta wvarten,
tunnettu siitd, ettad

sekoitetaan Chlamydia trachomatiksesta saatu mik-
robiproteiinindyte vesiliuokseen, joka sisdltdd proteiinin
liuvuottavan m#srdn ionista detergenttid, jolla on alkali-
tai maa-alkalimetalli-ioni kationina ndyteliuoksen saami-
seksi;

inkuboidaan ndytettd Kkorotetussa l&mpdtilassa riit-
tdvin pitkain proteiinin liuottamiseksi; ja

jashdytet#sn niyteliuos yhdisteen, jossa on alkali-
tai maa-alkalimetalli-ioni kationina, l#4sn#dollessa, joka
yhdiste toimii l&mpdtilasta riippuvana saostavana yhdis-
teend, joka siten saa aikaan detergentin saostumisen
liuoksesta huoneenldmpdtilassa tai hieman sen yldpuolel-
la, mutta ei vaikuta detergentin liukoisuuteen korotetuis-
sa l4mpdtiloissa, yhdisteen kationin ollessa eri kuin de-
tergentin kationi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd detergenttid on ldsnd ndy-
teliuoksessa pitoisuutena noin 0,01 - 2,0 % (paino/tila-
vuus).

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd saostavaa yhdistettd on las-
nd liuoksessa pitoisuutena noin 0,01 - 2,0 mol/l.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste sisdltia
kationin, joka on natrium-, kalium-, kalsium-, barium- tai
magnesiumioni.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siiti, ettd nidyteliuosta inkuboidaan l&m-
pbtilassa noin 60 - 120°C noin 5 - 30 minuuttia.
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6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siit8, ettd detergenttis on lésni liuok-
sessa pitoisuudessa noin 0,01 - 1,0 & (paino/tilavuus).

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm3,
tunnet tu siitd, ettd yhdistettd on 14snid liuok-
sessa pitoisuutena noin 0,01 - 1,0 mol/l.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmi,

t unnettu siitd, ettd liuos sissltids puskuria
liuoksen pH:n pitdmiseksi arvossa noin 6,5 - 8,0.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd detergentti on lauryyli-
sulfaatti.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste on vesiliu-
koinen suola.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,

t unne¢t+tu siitd, ettd detergentti on natrium-
dodekyylisulfaatti ja saostavassa yhdisteess48 on kationi,
joka on kalium-, kalsium- tai bariumioni.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd4, ettd liuosta inkuboidaan 1l&mp&-
tilassa noin 100 °C noin 10 minuuttia.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste on kalium-
kloridi ja sit4 on 1l4sn8 liuoksessa pitoisuutena noin
0,05 - 1,0 mol/1l.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelm4,
tunnettu siitd, ettd detergenttis on lidsni pitoi-
suutena noin 0,05 - 1,0 % (paino/tilavuus).

15. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,

t unne¢ttu siitd, ettd detergentti on litium-
dodekyylisulfaatti.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd liuosta inkuboidaan l1l&mp&ti-
lassa noin 100 °C noin 10 minuuttia.
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17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste on kalium-
kloridi ja sitd8 on l4snd liuoksessa pitoisuutena noin
0,05 - 1,0 mol/l.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd detergenttid on lasnd pitoi-
suutena noin 0,05 - 0,1 % (paino/tilavuus).

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd nidyteliuos tutkitaan radio-
immunomddritykselli.

20. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmi,

t unne=ttu siitd, ettda liuos tutkitaan radio-
immunomddrityksells.

21. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste lisdtdin
ndyteliuokseen ennen kuumennusvaihetta.

22. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelm#,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste lisdtdén
ndyteliuokseen inkubointivaiheen j4lkeen.

23. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste lisdtdsn
ndyteliuokseen ennen kuumennusvaihetta.

24. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd saostava yhdiste lisdtdsn
ndyteliuokseen inkubointivaiheen j#lkeen.
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Patentkrav

1. F6rfarande f6r framstdllning av mikrobproteiner,
som erhdllits ur Chlamydia trachomatis, f6r immunologiska
bestdmningar, k 4 nnetecknat darav, att man

blandar ett mikrobproteinprov, som erhdllits ur Chla-
mydia trachomatis, med en vattenldsning av protein-
148sande kvantitet av en jonisk detergent, som har en alka-
1i- eller en jordalkalimetalljon som katjon, for att fa en
provldsning;

inkuberar provet vid en f6rh6jd temperatur till-
rickligt linge fO6r att l4sa proteinet; och

kyler provl¥sningen i ndrvaro av en fdrening, som har
en alkali- eller en jordalkalimetalljon som katjon, vilken
forening fungerar som en temperaturberoende utfdllande
férening som sdlunda astadkommer att detergenten f&lls ut
ur l8sningen vid rumstemperatur eller nagot ddrdver, men
inte inverkar pd detergentens l6slighet vid f6rhdjda tem-
peraturer, varvid fdreningens katjon 8r en annan &n deter-
gentens katjon.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k &8 nn e -

t ec knat dirav, att detergenten &r ndrvarande i
provldsningen i en koncentration pd ca. 0,01 - 2,0 %
(vikt/volym).

3. Fdrfarande enligt patentkravet 2, Kk 8 n n e -

t ecknat dirav, att den utfdllande fdreningen ar
nirvarande i 1l1l&sningen i en koncentration pa ca. 0,01 -
2,0 mol/l.

4. Fbrfarande enligt patentkravet 3, k 4 n n e -
tecknat dirav, att den utfdllande fdreningen inne-
hiller en katjon, som &r en natrium-, kalium-, kalcium-,
barium- eller magnesiumjon.

5. F6rfarande enligt patentkravet 4, k 8 n n e -
tecknat dirav, att provldsningen inkuberas vid en
temperatur pa ca. 60 - 120 °C ca. 5 - 30 minuter.
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6. Fbrfarande enligt patentkravet 5, kdnne -
tecknat dirav, att detergenten &r nirvarande i
provldsningen i en koncentration pa ca. 0,01 -1,0 % (vikt-~
/volym).

7. Fbrfarande enligt patentkravet 6, k & nn e -

t ecknat didrav, att féreningen 4r nirvarande i en
16sning i en koncentration pa ca. 0,01 - 1,0 mol/1.

8. Fé6rfarande enligt patentkravet 7, k & nn e -
tecknat dirav, att 18sningen innehdller en buffert
f6r att hadlla 14sningens pH vid ett virde pa ca. 6,5 -
8,0.

9. Fdrfarande enligt patentkravet 8, k 8 nn e -
tecknat darav, att detergenten Air laurylsulfat.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, k4 nne -
tecknat didrav, att den utfidllande 18sningen &r ett
vattenldsligt salt.

1l1. F8rfarande enligt patentkravet 10, k 8 nn e -
tecknat dirav, att detergenten Ar natriumdodekyl-
sulfat och den utf&llande l8sningen innehaller en katjon
som 4r en kalium-, kalcium- eller bariumjon.

12. FOrfarande enligt patentkravet 11, k & nn e -
tecknat didrav, att l8sningen inkuberas vid en tem-
peratur pd ca. 100°C i ca. 10 minuter.

13. Foérfarande enligt patentkravet 12, kdnne -
tecknat dirav, att den utfillande fbreningen 4r ka-
liumklorid och den &r n4rvarande i 16sningen 1 en koncen-
tration pa ca. 0,05 - 1,0 mol/1l.

14. Forfarande enligt patentkravet 13, k 8 nn e -
tecknat dirav, att detergenten 4r nidrvarande i en
koncentration pad ca. 0,05 - 0,1 % (vikt/volym).

15. Forfarande enligt patentkravet 10, k & nn e -
tecknat dirav, att detergenten 4r litiumdodekylsul -
fat.

16. Forfarande enligt patentkravet 15, k 4 nn e -
tecknat dirav, att 1l8sningen inkuberas vid en tem-
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peratur pd ca. 100 °C i ca. 10 minuter.

17. F6rfarande enligt patentkravet 16, k 4 n n e -
tecknat dirav, att den utfdllande fdreningen &r ka-
liumklorid och den &r ndrvarande i provldsningen i en kon-
centration pa ca. 0,05 -1 mol/l.

18. F6rfarande enligt patentkravet 17, k & n n e -
tecknat didrav, att detergenten 4r ndrvarande i en
koncentration pa ca. 0,05 - 0,1% (vikt/volym).

19. Forfarande enligt patentkravet 14, k @8 nn e -

t ec kna t ddrav, att provl®ésningen undersdks med
radioimmunologisk bestdmning.

20. FO6rfarande enligt patentkravet 18, k d nn e -

t ecknat ddrav, att 18sningen undersbks med radio-
immunologisk bestd@mning.

21. Forfarande enligt patentkravet 19, k 48 nn e -
tecknat dirav, att den utfdllande foreningen till-
sdtts 1 provldsningen f&re upphettningsskedet.

22. Forfarande enligt patentkravet 19, k & nn e -
tecknat dirav, att den utfdllande fdreningen till-
sdtts 1 provldsningen efter inkubationsskedet.

23. Forfarande enligt patentkravet 20, k @& nn e -
tecknat diarav, att den utfdllande fdreningen till-
sdtts 1 provldsningen f&re upphettningsskedet.

24, Forfarande enligt patentkravet 20, k 8 n n e -
tecknat darav, att den utfdllande foreningen till-
s8dtts i provldsningen efter inkubationsskedet.
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