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meeripitoisuus on suuri, sckd monomeeriscoksen lasnidollessa, joka

scos sisdltdd ainakin yhtéd yhdistettd, jolla on kaava I,

OR
i ~ 2
CH=C-C-N- (CH,) - CH Kaava I
1 ] [} 2'n A
H R1 H OR3
jJossa n = 1 - 65 Rl = H tai CH3 ja R2 Ja Rj ovat samanlaisia tai
crilairsia ryhmia, Jjolloin R2' R3 = -(C“”‘n - CHJ, jossam = 0 - 7,
“ '
tal
X
-C—Y, jossa X, Y, & = (CHZ)pCHB’ jossa p = 1 - 3, tai R2’ R3 =
2

aryylirynmd, ju mahcollisestl akryylihappoa, mctakryylihappoa,
krotonihappoa Jja woncimeereja, joista siemenlateksl on valmistettu.
Keksintd koskee lisdksi naicd dispersiopolymecrejd kayttamdlla
saatavia biovlogisestl aktiivisia lateksikonjugaatteja, jJotka so-
veltuvat eritylscstl scroleglisiin ja inmunologisiin miaritysmene-

telmiin.
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Uppfinningen avser dispersionspolymerer, ctt forfarande for
framstdllning av desamma och deras anvindning, varvid disper-
sionspolymererna erhdlls genom ett ymppolymerisationsforfarande
i nirvaro av ymplatexar med h&ég restmonomerhalt och en monomer-
blandning av atminstone en fdrening med formeln I,
o] OR
i -~
?H = ? -C-N - (Cll.,)n - CH

| (1)
~
H R1 H OR3

2

vari n = 1-6, Rl = H, CH3 och R2 och R3 dr lika eller olika och

RZ' R3 = -(CHZ)m-CHB‘ vari m = 0-7, eller
X

- ¢ -Y , varvad X, ¥, 2 = (CH,,)p-CH3 och p = 1-3,

= eller R
Nz

2

R3 = en arylrest, och eventuellt akrylsyra, metakrylsyra, kroton=-

syra och monomerer, av vilka ymplatexet framstallts.
Uppfinningen avser ytterligare de under anvandning av disper-
sionspolymererna erhdllna, biologiskt aktiva latexkonjugaten,
vilka speciellt ldmpar sig for serologiska och immunolcogiska be-
stamningstorfaranden.
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Ydin-kuori-dispersiopolymeerejd, menetelmd niiden valmis-

tamiseksi ja niiden kayttb

Tami keksint® koskee ydin-kuori-dispersiopolymee-
reja, menetelmds niiden valmistamiseksi ja niiden kayt-
td4, jotka dispersiopolymeerit koostuvat lateksihiukka-
sista, jotka valmistetaan siemenpolymerointimenetelm&lla
silld tavalla, etta kaytettdvd siemenpolymeraatti sisal-
t43 vield polymeroitumattomia monomeereja osuutena 5 - 50
paino-% ja siemenpolymerointi tehd&an kayttamalla mono-
meerej&, joista v&hintddn yksi on asetaaliryhmia sis&lta-
vd yhdiste.

Niistsd saadaan biologisesti aktiivisia dispersio-
polymeereja sitomalla biologisesti aktiivisia aineita,
joissa on vapaita aminoryhmi&, keksinndén mukaisten dis-
persiopolymeerihiukkasten pinnoilla oleviin reaktiivi-
siin, funktionaalisista aldehydiryhmist& perdisin oleviin
ryhmiin. N&4m& biologisesti aktiiviset lateksikonjugaatit
soveltuvat serologisiin tai immunologisiin mddritysmene-
telmiin.

On tunnettua, ettd serologisten tai immunologisten
madritysmenetelmien herkkyyttd voidaan parantaa kdytta-
malls indikaattori- tai kantajahiukkasia, jotka on kuor-
mitettu kyseessid olevalla immunologisella reagenssilla.
Kantajamateriaalina voidaan kayttda esimerkiksi veren pu-
nasoluja tai soluviljelmdsoluja. T&han tarkoitukseen kay-
tetaan myos lateksihiukkasia, joiden lapimitta on 0,02 -
5 pm.

EP-hakemuksessa 82110273.8 kuvataan lateksihiukka-
sia, jotka sisaltdvat happoamidiryhmien kautta sidottuja
funktionaalisia asetaaliryhmid. Vesipohjaisessa vdliai-
neessa ennalta valmistettuja lateksiytimi& liuotetaan yh-
dessa vinyylimonomeerien kanssa, jotka sisdltdvat happo-
amidiryhmien kautta sitoutuneita funktionaalisia asetaa-
liryhmi&, ja ndm& vinyylimonomeerit, joiden tulee olla

riittdvassa madrin veteen liukenemattomia, kopolymeroi-
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daan sitten yhdessd& muiden monomeerien kanssa, jotka
voivat olla luonteeltaan hydrofiilisid tai ionisia. T&al-
laisia reagensseja voidaan k&yttd& proteiinien nefelomet-
riseen tai turbidimetriseen mdarittamiseen.

Tata varten sidotaan lateksiin md8ritettdvan pro-
teiinin vastaista vasta-ainetta. Vasta-aineella kuormite-
tun lateksin sopivan laimentamisen jadlkeen voidaan t&aten
saatua reagenssia kayttdad mittauksiin; inkuboitaessa m&aa-
ritettdvdn antigeenin kanssa muodostuu agglutinaatteja,
jotka voidaan mitata nefelometrisesti tai turbidimetri-
sesti. T8lla menetelmdlld saadut sirontasdteilysignaalit
ovat sangen heikkoja, eivdtkd siten mahdollista hyvin
toistettavissa olevaa mittausta. Reagenssin osoitusherk-
kyyden parantaminen ja siten myds tunnetun reagenssin ja
osoitettavan antigeenin reaktiossa syntyvien sirontaséa-
teilysignaalien voimistaminen ei ole ilman muuta mahdol-
lista.

Nyt on yllattdvdsti havaittu, etta kuvatut tunnet-
tujen menetelmien epdkohdat voidaan vdlttaa kayttamalla
kantajahiukkasia, jotka valmistetaan menetelmdll&d, jolle
on tunnusmerkillistd se, ettd kaytetddn ennalta valmis-
tettuja, loppuun asti polymeroitumattomia lateksihiuk-
kasia, joissa huomattava osa kaytetyistda monomeereista on
vield polymeroitumatta ja joiden j&&nndsmonomeeripitoi-
suus on siis suuri, ja kopolymeroidaan namd loppuun asti
polymeroitumattomat ja siten monomeerin, esimerkiksi sty-
reenin, joukossa olevat lateksiytimet vesipohjaisessa va-
liaineessa olevien akryyli- tai metakryylimonomeerien,
jotka sis&ltdvat happoamidiryhmien kautta sitoutuneita
asetaaliryhmia, ja mahdollisesti akryyli- tai metakryyli-
happomonomeerien kanssa.

Keksintd koskee siten ydin-kuori-dispersiopolymee-
rejd kdytettdviksi diagnostisissa menetelmissd, joissa
mitataan hiukkaskoon muutoksia, jotka sisdltavat lateksi-
hiukkasia, joiden pinnalla on kopolymeraattia, joka on
valmistettu monomeeriseoksesta, joka sisdltdsd vdhintddn
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vyhtd asetaaliryhmid sisdltdvad yhdistettd, jolla on kaava
I

o) OR
Il //// 2
?H:g—C—?—(CHZ)n—CH \\\\ Kaava I
H R1 H OR3
jossa
n=1-06,
R, = H, CH, ja
R, ja R, ovat samanlaisia tai erilaisia ryhmia,
jolloin R,, R, = -(CH,), - CH,;, jossam = 0 - 7, tai
X
-C-—Y, jossa X, Y, Z = (CHZ)pCH3,
Z
jossa p = 1 - 3, jolloin X, Y ja Z ovat samanlaisia tai

erilaisia, tai R,, R; = akryyliryhm§,

ja mahdollisesti sis&ltd8 krotoni- ja/tai akryyli-
ja/tai metakryylihappoa ja/tai karbosyklisi&, aromaatti-
sia monovinylideeni-monomeereja.

Keksintd koskee lisdksi menetelm&a dispersioiden
valmistamiseksi, jolle menetelmdlle on tunnusmerkillista
se, ettd valmistetaan ensin lateksidispersiosiemen poly-
meroimalla monomeereja, esimerkiksi styreenid, silla ta-
valla, ettd vain 30 - 90 paino-% kaytetyistd& monomeereis-
ta polymeroituu, ja erotetaan sitten ylimadrainen mono-
meeri, joka ei ole liuenneena polymeeriin, suodattamalla
tai dialysoimalla perusteellisesti, ja lis&tdan sitten
monomeeriseos ja tehdd&n polymerointi. Tadma seos sisaltaa
kaavan I mukaisia yhdisteitd, joissa on paateasemassa
olevia asetaaliryhmid, ja mahdollisesti krotoni- ja/tai
akryyli- ja/tai metakryylimonomeereja samoin Kuin mono-
meereja, joista siemenpolymeeri koostuu, esimerkiksi sty-

reenid. Siemenlateksi polymeroidaan edullisesti silla ta-
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valla, ettd vain 40 - 80 paino-% monomeereista polymeroi-
tuu. Erityisen edullinen on sellainen menetelmd siemenla-
teksin polymeroimiseksi, jossa 50 - 70 paino-% monomee-
reista polymerocituu.

Keksinndlle on tunnusomaista, ettd ydinlateksi-
hiukkasten jdanndspolymeeripitoisuus ennen kuoren polyme-
rointia on 5 - 50 paino-% lateksihiukkasista laskettuna.
Valmisteet, jotka sisdltdvat 10 - 40 paino-% monomeeria
polymeerista laskettuna, ovat edullisia. Erityisen edul-
lisia ovat valmisteet, jotka sisdltdvat 20 - 30 paino-%
monomeeria polymeeristd laskettuna.

Lateksihiukkasten, joita kaytetd&&n keksinndn mu-
kaisten dispersioiden siemendispersioina, tulee olla kal-
voa muodostamattomia polymeraatteja. "Kalvoa muodostamat-
tomina" pidet&ddn polymeerilateksihiukkasia, jotka eivat
muodosta kalvoa eivatkd sulaudu yhteen kayttdolosuhteis-
sa. Karbosyklisten, aromaattisten monovinylideenimonomee-
rien, kuten styreenin, vinyylitolueenin ja vinyylinafta-
leenin, samoin kuin ndiden monomeerien seokset keskendan
ja/tai metyylimetakrylaatin ja akryylinitriilin kanssa
ovat edullisia. Erityisen edullista siemendispersiocita
ovat polystyreenilateksit. Polystyreenisiemendispersio
valmistetaan sindnsa tunnetulla tavalla.

Keksinndn mukaisen dispersiopolymeerin valmistami-
seksi lisdtdidn ennalta valmistettuun lateksiin, jossa
hiukkasldpimitta on 0,02 - 2 pm, edullisesti 0,05 -

0,5 pum, ensin emulgaattoria noin 20 - 80 paino-% siita
madrastd, joka tarvittaisiin lateksipinnan peittdmiseen
kokonaan yksimolekyylikerroksella. Se emulgaattorimdara,
joka johtaa lateksipinnan peittymiseen kokonaan, ma&ri-
tetdan tensiometrin avulla. T&llaisia mittauksia ovat ku-
vanneet esimerkiksi I. Phrma ja S.-R. Chen [Journal of
Colloid and Interface Science 74 (1979) 90 - 102] ja en-
simmdisen kerran S. H. Maron, M. E. Elder ja I. N.
Ulevitch [Journal of Colloid Interface Sciences 9 (1954)
89 - 104].
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Kyseeseen tulevia emulgaattoreita ovat esimerkiksi
pitkdketjuisten, alifaattisten alkoholien, joissa on edul-
lisesti 10 - 20 hiiliatomia, alkyylifenolien, joiden al-
kyyliryhmdt sisdltdvdt edullisesti 6 - 12 hiiliatomia,
tai dialkyyli- tai trialkyylifenolien, joiden alkyyliryh-
mit ovat edullisesti haaroittuneita ja sisdltdvdt kukin
3 - 12 hiiliatomia, polyglykolieetterit. Esimerkkejd tal-
laisista aineista ovat etyleenioksidin reaktiotuotteet
lauryylialkoholin, stearyylialkoholin, oleyylialkoholin,
kookosrasva-alkoholin, oktyylifenolin, ninyylifenolin,
di-isopropyylifenolin, tri-isopropyylifenolin, di-t-butyy-
lifenolin ja tri-t-butyylifenolin kanssa. Etyleenioksidin
ja polypropyleeniglykolin reaktiotuotteet ovat myds sovel-
tuvia.

Ionisista emulgaattoreista ovat soveltuvia ennen
kaikkea anioniset emulgaattorit, erityisesti alkyylisulfo-
naattien tai alkyyliaryylisulfonaattien samoin kuin vas-
taavien sulfaattien, fosfaattien tai fosfonaattien, joissa
on mahdollisesti oksietyleeniyksikditd kyseessd olevan
hiilivetyryhmdn ja anionisen ryhm&n vdlissé&, alkalimetalli-
tai ammoniumsuolat. Esimerkkeja tdllaisista aineista ovat
natriumdodekyylisulfaatti, natriumlauryylisulfaatti, nat-
riumoktyylifenoliglykolieetterisulfaatti, natriumdodekyy-
libentseenisulfonaatti, natriumlauryylidiglykolisulfaatti,
ammonium-tri-t-butyylifenolipentaglykolisulfaatti ja ammo-
nium-tri~t-butyylifenolioktaglykolisulfaatti. Edullisesti
kdytetddn natriumdodekyylisulfaattia.

Siemendispersioon, joka sisdltdd emulgaattorin
lisdksi radikaali-initiaattoria, lisdtddn pisaroittain
ja sekoittaen monomeeriseos, joka sisdltdd ainakin yhta
kaavan I mukaista asetaaliryhmid sis&ltdvdd yhdistettd.
Dispersion lamp&étila on + 10 - + 1200C, edullisesti + 50 =
90°¢C.

Polymerointi tehdiddn sindnsd tunnetulla tavalla
radikaaleja muodostavan initiaattorin, esimerkiksi perok-

sidivhdisteen tai alifaattisen atsoyhdisteen, ldsna-
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ollessa. Initiaattori on vesiliukoinen ja sitd kdytetdidn
0,05 - 10, edullisesti 0,1 - 3 paino-% (monomeerien koko-
naismddrdstd laskettuna). Tunnettuja radikaaleja muodosta-
via initiaattoreita ovat esimerkiksi vetyperoksidi, perok-
sidirikkihapon tai peroksidifosforihapon alkalimetalli

tai ammoniumsuclat, esimerkiksi natriumperoksidisulfaatti,
kaliumperoksidisulfaatti ja ammoniumperoksidisulfaatti,
sekd lisdksi alkyylihydroperoksidit, kuten t-butyylihyd-
roperoksidi, dialkyyliperoksidit, kuten di-t-butyyliperok-
sidi, diasyyliperoksidit, kuten diasetyyliperoksidit, di-
lauroyyliperoksidi ja dibentsoyyliperoksidi, samoin kuin
atsidi-isovoihapponitriili, atsodikarbonamidi ja atso-
gamma, gamma'-bis (4-syaanivaleriaanahappo). Edullisesti
kdytetddn peroksidirikkihapon alkalimetalli- tai ammonium-
suoloja, kuten natrium-, kalium- ja ammoniumperoksidisul-
faattia.

Initiaattoria kdytetddn mahdollisesti yhdessd pel-
kistimen, erityisesti pelkistdvin rikkipitoisen hapon
alkali- tai maa-alkalimetallisuolan, kanssa; edullisia
ovat sulfiitit, bisulfiitit, pyrosulfiitit, ditioniitit,
tiosulfaatit ja formaldehydisulfoksylaatit. Myds glukoo-
sia ja askorbiinihappoa voidaan kdytt&i.

Asetaaliryhmid sisdltdvind monomeereina kdytetd&din
kaavan I mukaisia yhdisteitd; edullisesti kdytetddn akryy-
li~ tai metakryyliamidoalkyylialdehydi-dialkyyliasetaalia,
jonka alkyyliryhmd sis&ltdd 2 - 8 hiiliatomia. Erityisen
edullisia ovat akryyli- tai metakryyliamidoasetaldehydi-
di-n-pentyyliasetaali.

Kaavan I mukaista yhdistettd sisdltidvididn monomeeri-
seokseen voidaan lis&dtd korkeintaan 30 paino-% seoksen
kokonaismddrdstd styreenid, vinyylinaftaleenia tai vinyy-
litolueenia. Lisdksi monomeeriseos voi sisidltidd mahdolli-
sesti vield korkeintaan 30 paino-% seoksen kokonaismiidris-
td metakryylihappoa, akryylihappoa tai krotonihappoa.

siecmendispersioon lisdtididn monomceriseosta 90 - 5,
cdullisesti 40 - 10 paino-% siemendispersion ja monomeeri-

seoksen yhteismddrdstd laskettuna.
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Tdrkedd siemenpolymeerin l&snidollessa tehtdvin
polymeroinnin onnistumiselle voi olla se, etti monomeeri-
seos lisdtddn pisaroittain koko ajan sekoittaen lateksi-
ydinsuspensioon polymerointiolosuhteissa, ts. lampotilas-
sa + 10 - + 120°C, edullisesti + 50 - + 90°C. Pisaroittaen
tehtdvdn lisdyksen aikana kiinnittyy lisdttidvid monomeeri-
mddrd pysyvédsti jo valmiille siemenlateksihiukkasille,
polymeroituu siind ja muodostaa lisii polymeerid lateksi-
hiukkasille.

Sen jdlkeen polymeraatista poistetaan ylimidriiset
monomeerit, initiaattorijddnndkset ja emulgaattori tavan-
omaisesti. On edullista tehd& polymeraatille dialyysi,
esimerkiksi NaHCO3—puskuria (0,01 - 0,05 paino-%:inen)
vastaan.

Keksinndn mukaisten, biologisesti aktiivisten dis-
persioiden, joita kutsutaan tidstedes my&s lateksikonju-
gaateiksi, valmistamiseksi sdiddetidin edelli kuvattujen
siemenpolymeroitujen lateksihiukkasten suspension pH
arvoon alle 5, edullisesti alle 3, ja inkuboidaan siti
sidottavan, immunologisesti aktiivisen materiaalin, kuten
esimerkiksi vasta-aineiden, antigeenien tai hapteenien,
kanssa.

Proteiinin aminoryhmidn ja keksinndn mukaisella
lateksihiukkasella olevan vapautuneen aldehydin viliset
labiilit sidokset pelkistet#in tunnetulla tavalla. Tihdn
tarkoitukseen kdytetddn edullisesti natriumsyaaniboori-
hydridin liuosta neutraalissa puskurissa. Reaktioseokses-
ta poistetaan mahdollinen sitoutumaton immunologisesti
aktiivinen materiaali tai muut epdpuhtaudet. T&min on
tarkoituksenmukaista tehdd sentrifugoimalla tai pesemdl-
14 sopivan kalvon p&ills.

Keksinndn mukaiset siemenpolymeroidut lateksit ovat
erityisen stabiileja. Ne soveltuvat herkkien reagenssien
valmistukseen. Keksinndn mukaiset reagenssit voidaan kyl-
mdkuivata.
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Tunnetuilla menetelmilld valmistetut reagenssit
reagoivat nefelometrisen tai turbidimetrisen mittauksen
yhteydessd osoitettavan antigeenin kanssa, jolloin tapah-
tuu agglutinaatio ja siten sirontasé&teilysignaalin tai
ekstintion voimistuminen kyvetissd. Niinpd on valmistettu
esimerkiksi C-reaktiivisen proteiinin maddrittdmisreagens-
si kdyttdmdlld C-reaktiivisen proteiinin (CRP) vastaisia
kaniinin vasta-aineita. Kun tdmdn reagenssin annetaan rea-
goida erilaisten CRP-pitoisuuksien kanssa ja mitataan
sirontasdteilysignaali nefelometrilld 30 min:n inkuboin-
nin jdlkeen, saadaan standardikdyrd, jossa sirontasdteily
voimistuu CRP-pitoisuuden kasvaessa. Kuvio 1 esittdd tdl-
laista standardikdyrdi. Siitd ndhdddn selvdsti, ettd kdy-
tetyilld CRP-pitoisuuksilla voidaan mitata vain heikkoja
sirontasidteilysignaaleja. Siihen liittyy mittauksen huono
herkkyys; havaittavuusraja tdll& reagenssilla on noin
288 /ug/l CRP:td, ts. CRP-pitoisuuksia 36 - 288 /ug/l ei
endd voida mdarittaa.

Keksinndn mukaisella reagenssilla, joka on valmis-
tettu sitomalla esimerkiksi CRP-vasta-aineita lateksi-
valmisteille, jotka on valmistettu siemenpolymeroimalla
loppuun asti polymeroimattomille, monomeerijddnnodksid
sisdltdville polymeereille, tapahtuu sen sijaan paljon
voimakkaampi agglotinaatioreaktio sen reagoitua CRP:n
kanssa. Kun tdmdn keksinndn mukaisen reagenssin annetaan
reagoida erilaisten CRP-pitoisuuksien kanssa ja mitataan
30 min:n inkuboinnin j&lkeen sirontas&dteilysignaali nefe-
lometrilla, saadaan standardikdyrd, jossa sirontasdtei-
lysignaalit ovat voimakkaita jo pienilldkin CRP-pitoisuuk-
silla. Kuvio 2 esittda tallaista standardikayrdd. Ndhdddn,
ettd reagenssin herkkyys on niin hyvéa, ettd voidaan mita-
ta pienidkin CRP-pitoisuuksia aina pitoisuuteen 36 /ug/l
asti. Sirontasdteilysignaali on CRP-pitoisuuksilla 36 -
2800 /ug/l lisdksi sangen paljon voimakkaampi kuin tdhdn

asti tunnetulla reagenssilla. Tdmd merkitsee sitd, ettd
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mittauksen toistettavuus on sangen paljon parempi kuin
tdhdnastisilla menetelmilli.

Muita keksinndn mukaisia reagensseja, joilla on
vastaavat edulliset ominaisuudet, saadaan kuormittamalla
keksinndn mukaiset lateksivalmisteet esimerkiksi alfa-
fetoproteiinin (AFP:n), ferritiinin, ihmisen istukkalak-
togeenin (HPL:n), tyroksiinia sitovan globuliinin (TGB:n),
immunoglobuliini E:n, Bz—mikroglobuliinin, raskausspesi-
fisen Sl—glykoproteiinin ja ihmisen koriogonadotropiinin
(2HCG:n) vastakkaisilla vasta-aineilla.

Keksinndn mukaisten reagenssien valmistukseen voi-
daan edullisesti kdyttdd myds monoklonaalisia vasta-
aineita. Lateksivalmisteet voidaan kuormittaa my®s baktee-
ri- tai virusproteiineilla, kuten esimerkiksi streptoly-
siini O:1la, H. influenzae -antigeenilla, Pneumococcus-
antigeenilla, kuppa-antigeenilla, toksoplasma-antigee-
neilla, BHsAg:lla, vihurirokkoantigeenilla, herpesanti-
geenilla ja jaykkdkouristusantigeenilla, ja osoittaa
vastaavat vasta-aineet ndilld antigeenilla kuormitetuil-
la, keksinn6én mukaisilla reagensseilla.

Lopuksi mainittakoon, etti keksinndn mukaiset
lateksivalmisteet voidaan samalla tavalla kuormittaa hap-
teenijohdoksilla, esimerkiksi hormoneilla tai liikeai-
neilla, kuten tyroksiinilla (T4:llé), trijodityroniinilla
(T3:lla), kortisonilla, progesteronilla, testosteronilla,
gentamysiinilld ja digoksiinilla, jolloin saadaan bio-
logisesti aktiivisia dispersiopolymeereji, siis keksinndn
mukaisia reagensseja, joilla voidaan inhibitiotestien
kautta, siis kdyttdmdlld samanaikaisesti sopivia vasta-
aineita, mitata mainittujen hapteenien pitoisuus.

Keksinndn mukaiset lateksivalmisteet ovat yksin-
kertaisesti valmistettavissa ja yhdistettdvissd sddstad-
valld tavalla herkkien immunologisesti aktiivisten mate-
riaalien kanssa diagnostiseksi reagenssiksi.

Latecksikonjugaatteja voidaan kdyttdd kaikissa diag-

nostisissa menetelmissd, joissa mitataan hiukkaskoon
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muutoksia, esimerkiksi aineiden kvalitatiivisissa ja puoli-
kvantitatiivisissa mddrityksissd visuaalisten lateksiagg-
lutinaatiotestien avulla samoin kuin hivenainepitoisuuksi-
na esiintyvien proteiinien nefelometrisissa tai turbidi-
metrisissa midrityksissd suoralla tai kompetitiivisella
agglutinaatiotestilld tai lateksi-haptecni-inhibitiotes-
tilld.

Esimerkkejd

1. Siemenpolymeraatin valmistus

Kaasunsydttd- ja -poistoputkella ja magneettisau-
valla varustettuun lieridn muotoiseen lasiastiaan laitet-
tiin 310 ml typelld kylldstettyd kahdesti tislattua vettd.
Lisdttiin 500 mg natriumstearaattia ja liuotettiin se
sekoittamalla. Lisdksi lisidttiin 1,5 ml 25 %$:ista ammoniak-
kia. Mitattiin pH, ja todettiin sen olevan 11,09. Polyme-
rointiastia tehtiin hapettomaksi imem&lld se useaan ker-
taan tyhjdksi kaasuista ja tdyttdmdlld typelld. Detergent-
tiliuos kuumennettiin vesihauteen avulla ldmpotilaan
+ 70°C koko ajan sekoittaen.

Sen jidlkeen lisdttiin typpi suojakaasuna 90 ml juuri
tislattua styreenid paineentasaimella varustetusta tipu-
tussuppilosta polymerointiastiaan. Sekoitettiin 15 min
lampotilassa + 70°¢C styreenin emulgoimiseksi. Sen jdlkeen
ladmpotila kohotettiin 90°C:seen ja sekoitettiin viela
tunti. Sen jidlkeen lisdttiin 67,5 mg kaliumproksidisul-
faattia liuotettuna 50 ml:aan typelld kylldstettyd tis-
lattua vettd. Sekoitettiin 80 min lampdtilassa + 90°C.
Polystyreeni suodatettiin poimusuodattimella. T&lldin
suodattimelle jdi ndissd olosuhteissa muutamia millilit-
roja styreenid. T&td styreenid ei voitu liuottaa tdydel-
lisesti polystyreeniin, koska sitd oli jonkin verran yli-
mddrin.

Suodatettua polystyreenid dialysoitiin 50 tuntia
10 l:aa vastaan 0,01 paino-%:ista ammoniumvetykarbonaat-

tiliuosta (0,01 paino-% NH4HCO3:a ja 0,01 paino-% NaN3:é,



10

15

20

25

30

35

11 39503

PH sdddettiin arvoon 10,0 lisddmdlla 10,5 ml 25 paino-%:ista

ammoniakkia/l0 1l). Dialyysin j&dlkeen saatiin 410 ml poly-
meraattia, jonka tiheys kuivana oli 12,8 g/dl. Siten noin
60 paino-% kdytetystd monomeerista polymeroitui. Pidenti-
mdlld polymerointiaikaa 5 - 10 min voitiin polymeroitu-
neen styreenin osuutta suurentaa ja samalla vdhentdd poly-
styreeniin liuennutta monomeeria.

Lyhentdmdlld polymerointiaikaa 5 - 10 min voitiin
sitd vastoin pienentdd polymerocituneen styreenin osuutta
lisdten samalla styreeniin liuenneen monomeerin madrda.

2. Siemenpolymerointi, jossa kidytetdidn esimerkin 1

mukaisesti valmistettua polymeerid

KaasusyOtto~ ja poistoputkella ja magneettisauvalla
varustettuun lieridn muotoiseen lasjiastiaan laitettiin
156,3 ml polystyreenilateksidispersiota, jonka kiintoaine-
pitoisuus oli 12,8 paino-%, sekd 238,7 ml tislattua vetti
ja 250 mg natriumdodekyylisulfaattia, ja liuotettiin se-
koittaen. Tyhjentdmdlld astia useaan kertaan kaasuista ja
tdyttdmdlla se typelld tehtiin polymerointiastia hapetto-
maksi. Lateksi-detergenttiseos kuumennettiin koko ajan
sekoittaen ldmp&tilaan + 70°C vesihauteessa.

Lisdttiin monomeeriseos, joka oli valmistettu sty-
reenista (2 ml), metakryyliamidoasetaldehydi-di-n-pentyy-
liasetaalista (2 ml) ja metakryylihaposta (1 ml), typpi
suojakaasuna. Sen jdlkeen seos emulgoitiin sekoittaen
1 tunti l&mpdtilassa noin 20°c.

Sen jdlkeen polymerointipanos kuumennettiin lampo-
tilaan + 7OOC vesihauteessa. Kun oli sekoitettu 15 min
lampétilassa + 7OOC, aloitettiin kopolymerointi. Sen ai-
kaansaamiseksi lis&ttiin 5 ml kaliumperoksidisulfaatti-
livosta (16 mg/ml tislatussa vedessi). Polymerointipanok-
sen ldmpétila pidettiin + 70°C:na. Sekoitettiin 5 tuntia
mainitussa lédmpétilassa. Polymeroituminen meni t&118in
ioppuun, ja dispersio jiihdytettiin huoneen ld&mpotilaan
ja suodatettiin poimusuodattimella. Saatiin 395 ml latek-

sisuspensiota. Sitd dialysoitiin 17 tuntia NaHCO3-puskuri-



10

15

20

25

30

12 39503

liuosta vastaan (0,25 g/1, pH 8 - 8,2). Saatiin 415 ml
lateksidispersiota, jonka kiintoainepitoisuus oli noin
6,8 %.

3. Anti-CRP-vasta-aineiden sitominen keksinnoén

mukaiseen polymeraattiin

Esimerkin 2 mukaisesti valmistettuun polymeraattiin
sidottiin anti-CRP-vasta-aineita. Kdytetty polymeraatti
laimennettiin tislatulla vedelld kiintoainepitoisuuteen
5,8 paino-%. Antiseerumi, jota saatiin immunisoimalla
kaniinit puhdistetulla CRP:114, eristettiin tunnetulla me-
netelmdllid gammafraktiona. Sen jdlkeen sitd konsentroi-
tiin, kunnes saavutettiin proteiinipitoisuus 10 mg/ml.

Sekoitettiin 0,5 ml edelld mainittua polymeraattia
ja 0,05 ml anti-CRP-vasta-aineliuosta. Sen jdlkeen lisat-
tiin 0,025 ml eikosaoksietyleenisorbitaanilauryylihappo-
esterin (Tween’' 20) 20-3%:ista vesiliuosta, ja sekoitettiin.
Lisdttiin 0,01 ml 1 N HCl:a, niin ettd pH-arvoksi tuli
noin 2. Kun oli inkuboitu 30 min huoneen l&mp&tilassa,
lisdttiin 0,125 ml natriumvetyfosfaatin kylldistd vesi-
liuosta (pH 6,5) ja 0,125 ml natriumsyaaniboorihydridin
vesiliuosta (25 mg/ml), ja sekoitettiin hyvin. Sen jdl-
keen inkuboitiin 1 tunti huoneen ldmpétilassa. Tdtd kuor-
mituspanosta sentrifugoitiin sitten 30 min suunnilleen
kiihtyvyydelld 50 000 x g (Beckman-sentrifugi, kierros-
nopeus 20 000 min-l). Supernatantti heitettiin pois.
Jiinnds suspendoitiin 0,75 ml:aan glysiini-NaCl-puskuria
/0,1 mol/l glysiini&, 0,17 mol/l NaCl:a ja 0,5 paino-%
eikosaoksietyleenisorbitaanilauryylihappoesterid
(Tweeﬂg>20), pH 8,27

Sen jdlkeen tehtiin 2 s kestdvd ultraddnikdsittely
(Bronson Sonyfier B 15). Siten takaisindispergoitu reagens-
si laimennettiin suhteessa 1:80 edelld mainitulla glysii-

ni-NaCl-puskurilla, ja ultraddnikdsiteltiin uudelleen 30 s.
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4. Seerumindytteiden CRP-pitoisuuksien mittaaminen

Reagenssia, joka oli valmistettu esimerkin 3 mukai-
sesti sitomalla anti-CRP-vasta-aineita keksinnén mukai-
siin lateksivalmisteisiin, kdytettiin potilasseerumien
CRP-pitoisuuksien mittamiseen. Standardina kdytettiin LN-
CRP-standardia (ihminen) (Fa. Behringwerke AG). T&mid CRP-
standardi sisdlsi pakkauksessa annettujen tietojen mukaan
86 mg/l CRP:td. Standardi laimennettiin glysiini-NaCl-
puskurilla (0,1 mol/l glysiinid, 0,17 mol/l NaCl:a, pH
8,2) ensin pitoisuuteen 2,3 mg/1, ja edelleen vaiheittain
aina kaksinkertaiseen tilavuuteen. Siten saatiin standar-
disarja, jossa CRP-pitoisuus pieneni. Mittauksen tekemi-
seksi sekoitettiin 10 /ul standardiseerumilaimennosta,
150 /ul reaktiopuskuria /0,1 mol/l glysiinid, 0,17 mol/l
NaCl:a, 4 paino-% polyetyleeniglykoli (PEG) 6000:a ja
0,5 paino-3 eikosaoksietyleenisorbitaanilauryylihappoes—
teria (TweeAE)20), pH 8,2/ja 50 /ul esimerkin 3 mukaista
reagenssia BLN-kyveteissd (Fa. Behringwerke AG), ja inku-
boitiin 30 min huoneen lidmp&tilassa. Sitten kyvetit mi-
tattiin laserefelometrilld (Fa. Behringwerke AG). Stan-
dardisarjan mittauksista saatu vertailuk&dyri piirrettiin
puolilogaritmipaperille, ja katsottiin silti potilassee-

rumiarvot. Kuvio 2 esittdid tyypillisti vertailukayrad.
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Patenttivaatimukset

1. Ydin-kuori-dispersiopolymeerejad kaytettdviksi
diagnostisissa menetelmissd, joissa mitataan hiukkaskoon
muutoksia, jotka sisdltavat lateksihiukkasia, joiden pin-
nalla on kopolymeraattia, joka on valmistettu monomeeri-
seoksesta, joka sisdltdd vdhintddn yhtd asetaaliryhmii
sisdltdvad yhdistettsd, jolla on kaava 1

0 OR
i 2
(I:H=(':-c-rlq-(cn2 ),~CH g (1)
H Rl H OR3
jossa
n=1-26,
R, = H, CH, ja
R, ja R, ovat samanlaisia tai erilaisia ryhmia,
jolloin R,, R; = -(CH,), - CH,, jossa m = 0 - 7, tai
X
-C—Y, jossa X, Y, Z = (CH,;),CH,,
Z

jossa p =1 - 3, jolloin X, Y ja Z ovat samanlaisia tai
erilaisia, tai R,, R, = akryyliryhmd, ja mahdollisesti
sisdltdd krotonihappoa ja/tai akryylihappoa ja/tai metak-
ryylihappoa ja/tai karbosyklisid, aromaattisia monoviny-
lideeni-monomeerejd, tunne t tu siitd, etta ydin-
lateksihiukkasten jd&nnéspolymeeripitoisuus ennen kuoren
polymerointia on 5 - 50 paino-% lateksihiukkasista las-
kettuna.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaisia dispersiopoly-
meerejd, tunnetut siitd, ettd siemenpolymeeri on
polystyreenilateksi.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisia dispersiopoly-

meerejd, t unne tut siitd, ettd siemenpolymeerin
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jadnndsmonomeeripitoisuus on 10 - 40 paino-% polymeerista
laskettuna.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukaisia dispersiopoly-
meerejd, t unne tut siitd, ettd kaavan I mukaisina
monomeereina kdytetdan akryyli- tai metakryyliamidoalkyy-
lialdehydi-di-alkyyliasetaaleja, joiden alkyyliryhm8ssa
on 2 - 8 hiiliatomia.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukaisia dispersiopoly-
meerejd, tunnetut siitd, ettd kaavan I mukaisena
monomeerina kdytetadn metakryyliamidoasetaldehydi-di-n-
pentyyliasetaalia.

6. Menetelmd dispersiopolymeerien valmistamiseksi,
tunnettu siitd, etta valmistetaan ensin siemen-
polymeereja, joiden jad&nndsmonomeeripitoisuus cn 5 - 50
paino-%, suorittamalla polymerointi silla tavalla, ettd
vain 30 - 90 % lasnd olevista monomeereista polymeroituu,
erotetaan sitten polymeeriin sitoutumattomat monomeerit
ja polymeroidaan sitten siten saatujen siemenpolymeerien
ldasna ollessa polymeroidaan monomeeriseos, joka sisadltaa
vahintddn yhtad kaavan I mukaista yhdistettd ja lisaksi
0 - 30 paino-% seoksesta akryyli-, metakryyli- ja/tai
krotonihappoa ja/tai viela 0 - 30 paino-% myds seoksen
kokonaismadrasta laskettuna, karbosyklisiad, aromaattisia
vinylideenimonomeereja.

7. Biologisesti aktiivisia dispersiopolymeereja,
tunnetut siitd, ettd ne koostuvat patenttivaati-
muksen 1 mukaisista dispersiopolymeereistd ja niihin si-
dotuista vasta-aineista, antigeeneista tai hapteeneista.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukaisen biologisesti ak-
tiivisen dispersiopolymeerin kayttd antigeenien, vasta-
aineiden tai hapteenien diagnostiseen osoittamiseen.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukaisen biologisesti ak-
tiivisen dispersiopolymeerin kayttd nefelometrisessa ja
turbidimetrisessd menetelmdssd samoin kuin hiukkaslasken-

tamenetelmassa.
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10. Diagnostinen aine, tunnettu siitd, et-
t4 se sisdltda biologisesti aktiivisia dispersiopolymee-
rejd, jotka koostuvat patenttivaatimuksen 1 mukaisista
dispersiopolymeereistd ja niihin sidotuista vasta-aineis-

ta, antigeeneista tai hapteeneista.
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Patentkrav

1. Karn-skal-dispersionspolymerer f&r anvandning
vid diagnostiska forfaranden, varvid féré@ndringar av par-
tikelstorleken mates, vilka innehdller latexpartiklar pa
vars yta finnes kopolymerat som &r tillverkat av en mono-
merblandning innehdllande &tminstone en forening innehdl-

lande acetalgrupper, med formeln

? ////ORZ
?H=?-C-§-(CH2)H—CH L (1)
H Rl H OR3
vari n=1-256,
R, = H, CH; och
R, och R, &r likadana eller olika grupper, varvid
R,, R, = -(CH,), - CH;, vari m = 0 - 7, eller
X
e
—CQ—Y, vari X, Y och Z = (CHz)pCH3,
YA

vari p = 1 - 3, varvid X, Y och Z ar likadana eller oli-
ka, eller R,, R, = akrylrest, och eventuellt innehdller
krotonsyra och/eller akrylsyra och/eller metakrylsyra
och/eller karbocykliska, aromatiska monovinylidenmonome-
rer, k annetecknade darav, att restmonomer-
halten hos kdrnlatexpartiklarna fore polymering av ska-
let, utgdr 5 - 50 vikt-% av latexpartiklarna.

2. Dispersionspolymerer enligt patentkravet 1,
k&dnnetecknade ddrav, att fropolymeren utgdrs
av polystyrenlatex.

3. Dispersionspolymerer enligt patentkravet 1,
kdnnetecknade ddrav, att fropolymeren uppvi-
sar en restmonomerhalt pd 10 - 40 vikt-% beradknar pd po-

lymeren.
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4. Dispersionspolymerer enligt patentkravet 1,
kdnnetecknade dirav, att som monomerer med
formeln I anvidndes akryl- eller metakrylamidoalkylalde-
hyd-di-alkylacetaler, vilkas alkylgrupper innehdller 2 -
8 kolatomer.

5. Dispersionspolymerer enligt patentkravet 1,
kdnnetecknade darav, att som monomerer med
formeln I anvindes metakrylamidoalkylaldehyd-di-n-pentyl-
acetal.

6. Forfarande for framstdllning av dispersionspo-
lymerer, K @ nnetecknat darav, att férst fram-
stdlles fropolymerer med en restmonomerhalt pad 5 - 50
vikt-%, genom att utfora polymerisationen salunda, att
endast 30 - 90 % av de narvarande monomererna polymerise-
ras, varefter de till polymeren ej bundna monomererna av-
skiljes och darefter polymeriseras i ndrvaro av den sa-
lunda erhdllna fropolymeren en monomerblandning, som in-
nehdller &tminstone en forening med formeln I och dess-
utom 0 - 30 vikt-% av blandningen, akryl-, metakryl-
och/eller krotonsyra och/eller 0 - 30 vikt-%, &dven sa av
blandningens totalmé&ngd, karbocykliska, aromatiska viny-
lidenmonomerer.

7. Biologiskt aktiva dispersionspolymerer K & n -
netecknade darav, att de bestdr av dispersions-
polymerer enligt patentkravet 1 och till dessa bundna an-
tikroppar, antigener eller haptener.

8. Anvidndning av en biologiskt aktiv dispersions-
polymer enligt patentkravet 7 f6r att diagnostiskt pavisa
antikroppar, antigener eller haptener.

9. Anvandning av en biologiskt aktiv dispersions-
polymer enligt patentkravet 7 i ett nefelometriskt och
ett turbidimetriskt forfarande, samt i ett partikelrak-
ningsférfarande.

10. Diagnostiskt medel, Kk @& nne tecknat
dadrav, att det innehdller biologiskt aktiva dispersions-
polymer, vilka bestdr av dispersionspolymerer enligt pa-
tentkravet 1 och till dessa bundna antikroppar, antigener

eller haptener.
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