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Luminoiva tai luminometrinen mdiritys -
Lysande eller luminometrisk bestdmning

(57)Tiivistelmd

Parannettu luminoiva tai luminometrinen mddritys, erityisesti

immuunimddritys, jossa tapahtuu luminoiva reaktio peroksidaa-

sientsyymin, hapetusaineen, kemiluminoivan 2,3-dihydro-1,4-

ftalatsiinidionin ja herkkyyttd parantavan aineen vdlillsi,

jolla on yleinen kaava I.

Edullisia materiaaleja ovat piparjuuriperoksidaasl entsyyminii,

vetyperoksidi hapetusaineena, jokin 4-jodifenolista, 4-fenyy-

lifenolista tai 2-kloori-4-fenyylifenolista parantavana ainee-

na, ja joko luminoli tai isoluminoli ftalatsiinidionina.

Erityisen edullisessa toteutusmuodossa piparjuuriperoksidaasi

liitetdsin mddritecttdvdn aincen vasta-aineeseen ja se toimil OH

t8116in mddritysmerkkiaineena immuunimddrityksessi. -~

(57) Sammandrag

Forbattrad luminiscerande eller luminometrisk best&mning, B

sdrskilt immunbestdmning,

/

vid vilken en luminiscerande reak-

tion sker mellan ett peroxidasenzym, ett oxidationsmedel, en

kemiluminiscerande 2,3-dihydro-1,4-ftalazindion och ett sensi-

tivitetsforbdttrande medel med den allmdnna formeln I.

Limpliga substanser H4r pepparrotsoxidas som enzym, viteper-

oxid som oxidationsmedel,

4-jodfenol, 4-fenylfenol eller 2-

klor-4~fenylfenol som sensitivitetsfSrbittrande medel, och

antingen luminol eller 1soluminol som ftalazindiol. Vid en

sdrskilt foredragen utfdringsform kopplas pepparrotsperoxi-

daset till en antikropp till den substans som skall bestimmas

och det fungerar hdrvid som bestdmningsmidrksubstans vid en

immunbestdmning.
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Luminoiva tai luminometrinen mddritys

Tdmd keksintd koskee parannettua luminoivaa tai luminometristd
mddritystd, erityisesti immuunimddritystd ja taudinmddritys-

sarjaa, joka on suunniteltu md&rityksen helpottamiseksi.

Immuunimddritys on yleisimmin kdytettyjd analyyttisid teknii-
koita kliinisessd laboratoriossa. Nykyddn useimmissa immuuni-
mddrityksissd kdytetddn merkkiaineen radioaktiivista isotoop-
pia, erityisesti jodi-125:ts. Radioaktiivisilla isotoopeilla

on kKuitenkin lukuisia suuria haittoja. Ensiksi merkkausmene-
telmddn liittyy erittdin radiocaktiivisten ja ndin ollen poten-
tiaalisesti vaarallisten aineiden kdytt®d. Toiseksi radioaktii-
visesti merkityn aineen varastointi-ikd on usein suhteellisen
lyhyt, ei vain siksi, ettd radioaktiivinen isotooppi on luon-
teeltaan jatkuvasti hajoava, vaan myds koska radiocaktiivises-
ti merkityt proteiinit ovat usein epdstabiileja. Kolmanneksi
on usein vaikeaa merkitd proteiineja riittdvdsti herkdsti

ja nopeasti havaittavan reagenssin aikaansaamiseksi. Neljin-
neksi radiocaktiivisesti merkittyjen aineiden hdvittdminen on

vaivalloista.

Namd haitat ovat kiihdyttd@neet elinkelpoisten vaihtoehtojen
etsimistd radiomerkkaukselle. Ollakseen sopiva merkkiaineena

aineen on tdytettdvd ainakin seuraavat kolme vaatimusta:

a. sen pitdisi olla havaittava sekd nopeasti ettd hyvin pie-
nind mddrind, kun se on kiinnitetty ligandiin, kuten antigee-
niin tai vasta-aineeseen;

b. pitdisi olla mahdollista kiinnittdd se vaikuttamatta sen
mddritykseen, ligandiin kuten antigeeniin tai vasta-aineeseen,
ja

c. kun se on kiinnitetty, se ei saisi merkittdvisti muuttaa

ligandin ominaisuuksia.

Erditd lupaavimpia vaihtoehtoisia merkkiaineita ovat joko

aineet, jotka voivat itse ottaa osaa reaktioon, joka johtaa
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luminoivan valon sdteilyyn, tai aineita, jotka sopivasti
kdsiteltyind tuottavat yhdisteitd, jotka kykenevidt osallistu-
maan luminoivaan reaktioon. Luminoiva reaktio (kemiallinen
reaktio, joka johtaa luminoivan valon sdteilyyn) on yleensi
kestoltaan riittdvd tehdidkseen mahdolliseksi sdteilleen

valon toteamisen ja mittaamisen ja salliakseen tdten merkityn
materiaalin paljouden mddrittidmisen. Toisaalta luminesenssin
mittaus on nopea prosessi ja voidaan saattaa piddtdkseen muu-
tamassa sekunnissa useiden minuuttien sijasta, jonka radioak-
tiivisuuden mittaaminen vaatii. Yleiskatsauksen asiasta on esittdnyt
T.P. Whitehead et al., Clinical Chemistry 25, 1531-1546 (1979).
Luminesenssia on kdytetty kolmessa luminoivan tai luminimetri-

sen immuunimddrityksen pddsysteemissd:

a. organoluminéivat tai organoluminometriset immuunimddri-
tykset, joissa on kéyteﬁty kemiluminoivia tai bioluminoivia
yhdisteitd, jotka osallistuvat suoraan luminoiviin reaktioi-
hin (ts. jotka konvertoidaan viritettyyn tilaan ja palaavat
sitten virittymdttomd&n tilaan emittoiden fotonin) ligandien,
kuten proteiinien, hormonien, hapteenien, steroidien, nuk-
leiinihappojen, aineenvaihtoaineiden, antigeenien ja/tai
vasta-aineiden merkitsemiseen. Esimerkkejd sopivista yhdisteis-
td ovat luminoli ja isoluminoli;

b. luminoivan katalyytin tai kofaktorin immuunimddrityk-
set, joissa luminoivien reaktioiden katalyyttejid tai kofak-
toreita on kdytetty merkkiaineina. Esimerkki sopivasta kata-
lyytistd on peroksidaasientsyymi; ja

c. entsyymivdlitteiset immuunimddritykset, joissa luminoivia
reaktioita on kdytetty niiden tuotteiden mddrittdmiseen,

joita muodostuu entsyymimerkkiaineiden vaikuttaessa sopiviin
alusta-aineisiin. Erds esimerkki tdmdn tyyppisestd immuunimii-
rityksestd on vasta-ainevdlitteisen glukoosioksidaasin madri-
tys antamalla entsyymi/vasta-ainereagenssin reagoida glukoosin
kanssa vetyperoksidin muodostamiseksi ja mittaamalla sitten
muodostuneen vetyperoksidin mddrd lisddmdlld luminolia halli-

tuissa olosuhteissa luminoivan reaktion initioimiseksi.

Y1ld esitettyjen immuunimddritysten herkkyyden mddridd osittain
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merkkiaineen tai merkkiaineen tuotteen toteamisen alaraja. Kun
kyseessd on luminoiva tai luminometrinen immuunimd&ritys,
systeemin herkkyys riippuu osittain luminoivassa reaktiossa
emittoidusta valosta merkityn materiaalin yksikk®i kohti. T&-
mdn keksinndn erididnd pyrkimyksenid on saada aikaan luminoiva
tai luminometrinen immuunimddritys, jolla on parantunut herk-
kyys, Joka on saavutettu midrittdmilli merkitty materiaali tai

merkkiaineen tuote t&113 parannetulla luminoivalla reaktiolla.

Vaikka tdmd parannettu luminoiva reaktio on erityisen hysdyl-
linen immuunimd&drityksen merkkiaineiden tai niiden tuotteiden
midrityksessd, sitd ei ole milliddn muotoa rajoitettu tihin
kdyttdon. Niinpd tdmdn keksinndn lisdpyrkimyksend on saada ai-
kaan luminoiva tai luminometrinen mi&ritys (immuunimiiritys
tai muu), jolla on parannettu herkkyys, joka on saavutettu
liittdmdlld tdmd parannettu luminoiva reaktio miiritysmenet-

telyyn.

Esimerkkejd mddrityksistd, jotka eivdt ole immuunimddrityksis,
mutta Jjoihin voi liittyd kyseessid oleva luminoiva reaktio,
ovat:

a. elastaasimddritys, joka perustuu peroksidaasin vapautumi-
seen liukenemattoman peroksidaasielastiinin valmistuksessa,

b. glukoosimddritys, joka perustuu yhdessi liikkumattomaksi
tehtyyn glukoosioksidaasiin ja peroksidaasin, ja

c. peroksidaasientsyymin, 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin
tai hapettimen, kuten vetyperoksidin mddritys, kun nimi mate-
riaalit eivdt ole merkkiaineita eivdtkd merkkiaineiden tuot-

teita.

Aikaisemmassa FI-patentissamme 70728 on esitetty parannettu
luminoiva tai luminometrinen miiritysmenetelmid, jossa perok-
sidaasientsyymin, hapettimen ja kemiluminoivan dihydroftaa-
liatsiinidionin annetaan reagoida, ja menetelmille on tunnus-
omaista, ettd reaktio suoritetaan miirdtyn 6-hydroksibenso-

tiatsoli-yhdisteen l&sndollessa herkkyyden parantajana.

Tadmdn keksinnon laajimman nikdkohdan mukaisesti aikaansaadaan

tdman vuoksi parannettu luminoiva tai luminometrinen miiritys,
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jossa luminoiva reaktio tapahtuu peroksidaasientsyymin, ha-
pettimen ja kemiluminoivan 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin
vdlilla, jolloin reaktio suoritetaan fenoliyhdisteen ldsndol-

lessa, jolla on kaava

(1)
jossa
(1) A ja B ovat vety; ja R on halogeeni; fenyyli:
-y— \ V, Y:n ollessa —CHZ—, -0- tai -N=N- ja V:n ollessa
vety tai Y:n ollessa -0-, -S- tai -S-S- ja V:n ollessa hydr-

oksyyli; —N=N1§:> , W:n ollessa vety tai karboksi;
w

co<’ \ ; -CH=CH-Z, Z:n ollessa karboksi tai 2,4-dinit-

—

rofenyyli; -CH CH COOC H tai C -C -~-alkyyli;
2 2 25 1 6
(ii) A on vety; B on halogeeni tai C1 6—alkyyli; ja R on

halogeeni; -

(iii) A on halogeeni; B on vety; ja R on halogeeni tai fe-
nyyli; tai

(iv) A on vety tai halogeeni; R ja B yhdessd ovat nafta-

leeniytimen tdydentdvd ketju, jolla suunnassa R:std B:hen on

kaava
5 67 8 . . ) )
-CH=?—CH=CH—, X:n ollessa vety tai halogeeni, jolloin kaavan
X

(1) mukainen yhdiste on fg-naftoli, jolla on kaava:

tai halogeeni

H tai halogeeni
ja halogeeni kaikissa tapauksissa (i)-(iv) ylld tarkoittaa

klooria, bromia tai jodia.
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M&dritys on edullisesti immuunimidritys.

Tamd@ keksintd perustuu hdmmdstyttdviddn havaintoon, ettd tiet-
tyjen helposti saatavien fenolien tai naftolien lisdiminen
tunnettuun 2, 3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni/hapetusaine/pe-
roksidaasisysteemiin parantaa merkitt&dvidsti muodostuneen lu-

minoivan reaktion herkkyyttd.

Tdssd keksinndssd sanonta "parantunut" tarkoittaa, ettd tdmin
luminoivan reaktion kokonaisvaloemissio ja/tai t&dmin luminoi-
van reaktion signaali/taustasuhde on suurempi kuin mikd saa-~

vutetaan 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni/hapetusaine/per-
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oksidaasisysteemilld ilman herkkyyttid parantavaa ainetta.
Vain ne mddritykset, joihin liittyy luminoiva reaktio, joka

on ndin "parantunut", sattuvat tdmin keksinndn suojapiiriin.

Tamdn systeemin erityisetuna on, etti ndiden fenolien tai naf-
tolien lisdyksen aikaansaama parannus on spesifinen peroksi-

daasientsyymid kdyttidville reaktioille.

Tamdn keksinndn mukainen kemiluminoiva 2,3-dihydro-1,4-ftalat-
siinidioni (DPD) voi olla mikid tahansa DPD, joka konvertoituu
viritettyyn tilaan kemiluminoivassa reaktiossa ja palautuu

sitten virittymdttdmddn tilaan emittoiden valoa.

2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionilla on edullisesti yleinen
kaava (2)

jossa R, on amino- tai substituoitu aminoryhmd ja jokainen
ryhmd Ry, Ry ja R, on H, valinnaisesti substituoitu Cl—C6—
alkyyli-, valinnaisesti substituoitu Cy-Cg-alkenyyli-,
hydroksyyli-, Cl-CG—alkoksyyli-, karboksyyli-, amino- tai
substituoitu aminoryhmi& tai R2 on aminc- tai substituoitu
aminoryhmd ja kukin ryhmistd Ry Ry ja R, on H, valinnaisesti
substituoitu Cl—C6-alkyyli-, valinnaisesti substituocitu
Cl—CG-alkenyyli-, hydroksyyli-, Cl-CG—alkoksyyli—, karboksyy-
li-, amino- tai substituoitu aminoryhmid tai Rl ja R2 on aja-
teltu yhdessd ja ovat bentsoryhmdn amino- tai substituoitu
aminojohdannainen ja kumpikin ryhmdstd R, ja R, on H, valin-
naisesti substituoitu Cl-CG—alkyyli—, valinnaisesti substi-
tuoitu Cl—CG—alkenyyli—, hydroksyyli-, Cl—C6—alkoksyyli—,
karboksyyli-, amino- tai substituoitu aminoryhmi. Erityisen
edullisia ftalatsiinidioneja kdytettdvidksi tidssd keksinndssi

ovat luminoli ja isoluminoli.



Tdssd keksinndssi substituoituun aminoryhm&d&n liittyy amido-
ryhmd. '

Muoto, jonka kemiluminoiva DPD saa tdmdn keksinndén luminoi-
vassa midritysmenetelmsisss, riippuu tarkasteltavan md&ritvksen tyypis-
td. Sellaisten mddritysten kuin organoluminoivien tai organo-
luminometristen immuunimddritysten kyseessd ollen, joissa
ftalatsiinidionia kdytetddn merkkiaineena, kemiluminoiva DPD
on 2,3-dihydro-1,4-ftalatsonidionin substituoitu aminojoh-
dannainen, jossa aminoryhmd on liittynyt ligandiin, kuten
proteiiniin, hormoniin, hapteeniin, steroidiin, nukleiinihap-
poon, aineenvaihdunta-aineeseen, antigeeniin tai vasta-ainee-
seen. Aminoryhmd voi olla liittynyt suoraan ligandiin tai
sillan muodostavan haaran kautta. Sopivat sillan muodostavat
haarat ovat téhén alaan perehtyneille hyvin tunnettuja, mita
osoittaa niiden selostaminen brittildisessi hakemusjulkaisussa

2 008 247A ja Us-patentissa 4 104 029. Edullisia sillan muo-
dostavia haaroja ovat ne, jotka on johdettu hemisukkinaatti-,
hemiglutaraatti-, hemimaleaatti-, karboksimetyyli-, glukuro-
nidi-, merkaptoasetaatti- ja karboksimetyylijohdannaisista.
Aminoryhmd voidaan liittis ligandiin mill&d tahansa sopivalla
hyvin tunnetulla menettelylld, joista jidlleen tiettyjd selos-
tetaan brittildisessd hakemusjulkaisussa 2 008 247A ja US-patentissa
4 104 029. Edullisia liittdmismenettelyjd on seka-anhydridien,

karbodi-imidien ja/tai aktiivisten estereiden kdyttd.

Vaikka kemiluminoivia DPD-aineita, jotka sopivat kdytettidviksi
niissd mddrityksissid, joissa kdytetddn ftalatsiinidionia
merkkiaineena, voivat olla mitki tahansa 2,3-dihydro—l,4—
ftalatsiinidionin substituoidut aminojohdannaiset, joiden ami-
noryhmd on liittynyt ligandiin, edullisia aineita ovat S5-amino-
2,3—dihydro-l,4—ftalatsiinidioni (luminoli) ja 6-amino-2, 3-
dihydro-1,4-ftalatsiinidioni (isoluminoli), kummassakin tapauk-
sessa aminoryhmdn ollessa liittynyt ligandiin, erityisesti

vasta-aineeseen.

Kun kyseessd ovat muut mddritykset kuin ne, joissa kdytetdin

ftalatsiinidioneja merkkiaineina, kemiluminoiva DPD on
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2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni, erityisesti yl13d lueteltua
edullista tyyppid, joka ei ole liittynyt ligandiin. T&ssa
tapauksessa kemiluminoiva DPD voi olla vapaana liuoksessa tai
tehty liikkumattomaksi matriisiin. Erityisen edullisia mate-

riaaleja ovat luminoli ja isoluminoli.

Mitd tahansa yleisen kaavan I fenolia tai naftolia, joka pa-
rantaa luminoivaa reaktiota kemiluminoivan DPD:n, hapetusai-
neen ja peroksidaasin vdlilld, voidaan kdyttdd kyseisessd
madritvksessd. Kuitenkin seuraavien herkkyyttd parantavien
aineiden on havaittu antavan erityisen korkeat herkkyyden pa-
rantumistasot erityisesti, kun kemiluminoiva DPD on luminoli
tai isoluminoli. Herkkyyttd8 parantavat aineet ovat 4-kloori-
fenoli, 4-bromifenoli, 4-jodifenoli, 4-bromi-2-kloorifenoli,
2,4-dikloorifenoli, 3,4-dikloorifenoli, 4-metyylifenoli,
4-tert.-butyylifenoli, etyyli-3-(4-hydroksifenyyli)propio-
naatti, 4-bentsyylifenoli, 4-(2',4'-dinitrostyryyli)fenoli,
4-hydroksikanelihappo, 4-fenyylifenoli, 2-kloori-4-fenyyli-
fenoli, 4-(4'-hydroksifenyyli)bentsofenoni, 4-(fenyyliatso)
fenoli, 4-(2'-karboksifenyyliatso)fenoli, 4-fenoksifenoli,
4-(4'-hydroksifenoksi) fenoli, 4-hydroksifenyylisulfidi,
4-hydroksifenyylidisulfidi, naft-2-oli, 71-brominaft-2-oli,
6-brominaft-2-0li ja 1,6-dibrominaft-2-0li. Ndistd herkkyyden
parantajista 4-jodifenoli, 4-fenyylifenoli ja 2-kloori-4-
fenyylifenoli ovat erityisen tehokkaita, 4-jodifenolin olles-

sa kaikkein tehokkain.

Mitd tahansa peroksidaasientsyymid (International Union of
Biochemistry on mddritellyt luovuttajaksi, vetyperoksidiksi;
oksidoreduktaasiksi (EC n:o0 1.11.1.7)), joka katalysoi 2,3-
dihydro-1,4-ftalatsiinidionin, erityisesti luminolin luminoi-
vaa reaktiota, voidaan kdyttdd tdmdn keksinndn luminoivassa
mddritysmenetelmidssd. Esimerkkejd ovat kasviperoksidaasit.
Edullisesti entsyymi on kuitenkin piparjuuriperoksidaasi

(EC n:o 1T.11.1.7).
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Muoto, jonka peroksidaasientsyymi ottaa t&midn keksinnén lumi-
noivassa mddritysmenetelmdssd, riippuu tarkasteltavana olevasta midri-
tystyypistd. Sellaisten mddritysten, erityisesti immuunimii-
ristysten kyseessd ollen, joissa peroksidaasia kdytetddn merk-
kiaineena, se liittyy ligandiin, kuten proteiiniin, hormoniin,
hepteeniin, steroidiin, nukleiinihappoon, metaboliittiin,
antigeeniin tai vasta-aineeseen. Yleensd peroksidaasi liittyy
ligandiin sillan muodostavan haaran kautta. Sopivia sillan
muodostavia haaroja ja liittdmismenettelyjd ovat ne, joita

kuvattiin yl1ld kemiluminoiville DPD-aineille.

Kun kyseessd ovat muut mddritykset kuin ne, joissa kdytetdidn
peroksidaasia merkkiaineena, entsyymi on vapaassa muodossaan,
joko liuoksessa tai liikkumattomana matriisissa eikd 1ii-

tettynd ligandiin.

Mitd tahansa hapetusainetta, joka reagoi 2,3-dihydro-1,4-
ftalatsiinidioniin, erityisesti luminolin tai isoluminolin
kanssa aiheuttaen DPD:n virittymisen niin, etti se emittoi
valoa luminoivassa reaktiossa, voidaan kdyttdd kyseisessd lu-
minoivassa reaktiossa. Erityisen edullisia hapetusaineita

ovat perboraatti-ioni ja vetyperoksidi.

Madrityksissd, erityisesti immuunimd&rityksissd, joissa kdy-
tetddn 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionia tai peroksidaasi-
entsyymid merkkiaineena ligandille, tunnettu midirid hapetusai-
netta lisdtddn reaktioseokseen, yleensi sopivasta

lédhteestd. Tietyissd muissa mddrityksissd hapetusaineen, yleen-
sd vetyperoksidin m&&rd on kuitenkin tuntematon. Tdssi toises-
sa mddritystyypissd merkkiaine on aine, usein entsyymi, kuten
glukoosioksidaasi, joka osallistuu alusta-aineen konvertoin-
tiin hapetusaineeksi. Niinpd t&dssd tapauksessa kyseistd lumi-
noivaa reaktiota kdytetddn merkityn ligandin mddrin midritti-
miseen mittaamalla hapetusaineen pitoisuus luminoivassa reak-

tioseoksessa.

Valon emittoitumista tdmdn keksinndn luminoivasta misritysmenetelmists

vaikka se riippuukin p&ddasiassa peroksidaasin, hapettimen,
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herkkyyttd parantavan aineen ja kemiluminoivan DPD:n valin-
nasta, mddrddvdt myds sekundddriset tekijdt, kuten lidmpdtila,
pPH, reagenssin pitoisuus, sekoitusnopeus ja valon mittausme-
netelmd. Kyseisen systeemin herkkyyden maksimoimiseksi n&mi
sekundddriset tekijdt tulee sddtdd maksimi valoemission saami-
seksi toistettavalla ja helposti mitattavalla tavalla signaa-

lin ja taustan vdlisen suhteen ollessa mahdollisimman suuri.

Valitut olosuhteet ovat yleensd kompromissi, johon liittyy
peroksidaasin entsyymi- tai katalyyttinen aktiivisuus, reak-
tion kinetiikka, ké&ytetty laitteisto, signaalin suhde taus-

taan ja vaadittu herkkyys.

Nyt on havaittu, ettd optimitulosten saavuttamiseksi kyseinen
luminoiva reaktio tulee suorittaa kohtuullisissa l&mpdtilan,
joka vaihtelee vdl1illd 10-50°C, ja pH:n olosuhteissa, joka
vaihtelee vdlilld 6-10, useimmiten v&dlilld 7-9. Sopivia pusku-
rointiaineita tdmdn keksinndn menetelmddn ovat fosfaatti,
tris(hydroksimetyyli)aminometaani, 2-amino-2-metyyli-1,3-pro-

paanidioli, asetaatti, karbonaatti ja boraatti.

Yleensd luminoivassa reaktioseoksessa olevien reagenssien
pitoisuudet lukuunottamatta mddriteltdvad materiaalia, pide-
tdan vakiona. Muuttuja voi olla esimerkiksi merkityn ligan-
din, merkkiaineen tuotteen, hapetusaineen tai sitomattoman

peroksidaasin pitoisuus.

Seuraavat reagenssipitoisuudet ovat erityisen sopivia kdytettd-

vdksi kyseessd olevassa luminoivassa reaktiossa:

perocksidaasi 0,1 /ug - 5000 mg/litra

hapetusaine 10 /umoolia— 300 mmoolia/litra
kemiluminoiva DPD 0,5 /umoolia— 200 mmoolia/litra
herkkyyttd parantava aine 1 /umooli - 100 mmoolia/litra

Suoritettaessa kyseinen luminoiva reaktio tietyt ndistid nel-
jdstd olennaisesta reagenssista (mutta j&ttden ainakin yhden

pois) asetetaan ndyteputkeen. Luminoiva reaktio laukaistaan
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sitten lisddmdlld putkeen puuttuvat olennaiset reagenssit.
Emittoidun valon paljous voidaan middrittdd standardi mittaus-
védlineelld, kuten monistusvaloputkella, josta tuleva signaali
syStetddn piirturiin, oskilloskooppiin tai asteikkomittariin
ja esitetddn tai rekisterdidddn siinid. Valeo voidaan myds
joissakin tapauksissa todeta paljaalla silmdlli tai rekiste-
réidd valokuvauslevylle. Edullisesti kuitenkin valon paljous
mddritellddn luminometrilld, joka on brittildisessid hakemus-
julkaisussa n:o 2 025 609A esitettyd tyyppid.

immuunimddrityksen pddtyypissd, jokaisen ominaispiirteen
ollessa ligandiin kiinnittyneen merkkiaineen tyyppi. Merkki-

aineet ovat:

a. 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin amino~ tai substituoitu
aminojohdannainen, jossa aminoryhmi on liittynyt ligandiin,
b. peroksidaasientsyymi ja

€. muu aine kuin kohdissa a ja b luetellut ja yleisesti ent-
syymi, kuten glukoosioksidaasi, joka osallistuu substraatin
konvertointiin materiaaliksi, joka voidaan midrittai kyseessd
olevalla luminoivalla reaktiolla (yleisesti vetyperoksidi tai

peroksidaasi).

Y1ld esitetyissd immuunimddrityksissi midriteltivin aineen tai
vasta-aineen merkkaaminen t&dllaiseen aineeseen on mahdollista.
Riippuen kdytetyn merkkiaineen tyypisti mddritys voi olla

joko heterogeeninen tai homogeeninen. Edellisessi tapauksessa
monimutkaisia nesteitd, kuten seerumia voidaan analysoida;
jédlkimmdisessd tapauksessa kuitenkin alustava uutto- taj

puhdistusvaihe voi olla tarpeen.

Tyypillisid heterogeenisid tai homogeenisia luminoivia tai

luminometrisid immuunimi&rityksid hahmotellaan alla:

1. Heterogeeninen luminoiva tai luminometrinen immuunimddritys

Tdssd immuunimddritystyypissid midritettdvdn aineen annetaan

reagoida sen vasta-aineen kanssa. Vapaa vasta-aine erotetaan
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sitten sidotusta vasta-aineesta. Reaktion paljous mddritetdin
merkkaamalla joko vasta-aine, miidritettdvi aine tai muu mole-

kyyli, joka kykenee reagoimaan vapaiden tai sidottujen yhdis-

teiden kanssa erotuksen jilkeen.

2. Kilpaileva heterogeeninen luminoiva immuunimddritys

Tdssd tapauksessa tuntematon mdird midritettidvii ainetta sekoi-
tetaan tunnettuun mddrddn sanottua ainetta, joka on liitetty
merkkiaineeseen, ja tunnettuun, mutta rajoitettuun mdariin

sen vasta-ainetta. Seurauksena on kilpaileva reaktio vasta-
aineelle tarkoitetun merkatun ja merkkaamattoman aineen vi-
1lilla. Vasta-aineen ja merkkaamattoman aineen viliset ja
vasta-aineen ja merkatun aineen vdliset kompleksit erotetaan

vapaasta merkatusta ja merkkaamattomasta aineesta.

Vasta-aineeseen sitoutuneen merkatun aineen miiri on verran-
nollinen merkkaamattoman aineen miiriddn midritettidvissi liuok-
sessa. Ndmd mddrdt voidaan mddrittdi joko mittaamalla vasta-
aineeseen sitoutuneen merkkiaineen mddri tai mittaamalla jdl-
jelle jddneen vapaan merkatun aineen miZri. Esimerkkejd tdstid
mddritystyypistd, jossa peroksidaasi on merkkiaine ja vasta-
aine on sidottu kiinteddn faasiin, nimittdin lasikoeputken

seindmiin, esitet#ddn brittildisessid hakemusjulkaisussa 2 044 927A.

3. "Kaksikohtainen" heterogeeninen luminometrinen immuuni-

maddritys
Tdssd immuunimddritystyypissd mddritettivi aine sidotaan en-
sin sen merkkaamattomaan vasta-aineeseen, joka vuorostaan si-
dotaan kiintedn faasin tukiaineeseen, kuten muoviin. Komplek -~
sia (vasta-aineen ja ko. aineen vdlilli) kisitelldin sitten
merkatulla vasta-aineella. Merkatun vasta-aineen analyysi
saadusta kiintedstd kompleksista voidaan sitten suorittaa
erottamalla kiinted kompleksi liuoksesta ja middrittimilli sit-
ten joko erotetussa kiintedssd kompleksissa olevan merkkiai-
neen mddrd tai liuokseen liuenneessa merkatussa jddnnbsvasta-

aineessa olevan merkkiaineen miiri.

Tdman tyyppisen immuunimddrityksen vaihtoehtoisissa toteutus-
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muodoissa mddritettdvd aine voidaan joko sitoa perdkk&din
merkattuun vasta-aineeseen ja merkkaamattomaan, kiintedin
tuettuun vasta-aineeseen tai sitoa sekd merkattuun ettd

merkkaamattomaan vasta-aineeseen yhdessi sidosvaiheessa.

4. Homogeeninen luminociva tai luminometrinen immuunimddritys

Tdmd on sovellettavissa immuunim&drityksiin, joissa merkki-
aine on 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionin amino- tai substi-
tuoitu aminojohdannainen. Se riippuu siitd, ettd valo, joka
emittoituu kiinnostavasta vapaasta merkatusta aineesta (tai
sen vasta-aineesta), on voimakkuudeltaan ja aallonpituudel-
taan erilainen kuin valo, joka emittoituu kiinnostavasta

sidotusta merkatusta aineesta (tai sen vasta-aineesta).

Erddssd esimerkissd havaittiin, ettd sen valon voimakkuus,
joka emittoitui (progesteroni-isoluminolijohdannais-)konjugaa-
tin, verikatalyytin ja vetyperoksidin reaktiosta, oli pienem-
pi kuin samassa reaktiossa, joka suoritettiin anti-progeste-

ronin IgG ldsndollessa.

Ndin ollen mddrityksessd inkuboitiin ensin tuntematonta pro-
gesteronindytettd tunnetun mddrdn kanssa anti-progesteronia
IgG. Kun tasapaino oli saavutettu, lisdttiin tunnettu mdidri
progesteroni-isoluminolijohdannaiskonjugaattia ja sen jdlkeen
tunnettu mddrd verta ja vetyperoksidia. Emittoitu-

nut valo mitattiin ja tuntemattomassa ndytteessd oleva pro-
gesteronin mddrd mddritettiin sen avulla standardikdyristi.
(Mitd enemmdn progesteronia on ldsnd tuntemattomassa ndyttees-
sd, sitd vdhemmdn vapaata IgG:td on jdljelld tasapainossa ja

sitd pienempi on valosaanto luminoivasta reaktiosta).

Tdlld tavoin progesteronin mddritys voidaan saavuttaa ilman,

ettd vaaditaan erotusvaihetta.

Kaikissa ylld esitetyissd immuunimd&drityksissid paljouden
mddritys-, toteamis- tai paikantamisvaiheissa voidaan kiytt&i

tdmdn keksinndén mukaista luminoivaa reaktiota.
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Y113 esitetyissd immuunimd8drityksissd kdytetyt vasta-aineet
voidaan ostaa kaupallisesti tai valmistaa tunnetulla immuno-
logisella tekniikalla. Vasta-aineet voivat olla vasta-aineiden
monimutkaisen seoksen muodossa tai ne voivat olla yhtend tai
useampana monoklonaalisena vasta-aineena. Yleensd vaaditaan
vain pieni tilavuusmddrd vasta-ainetta ja sitd pidetddn pH-,
ionivahvuus- ja ldmp&tilaolosuhteissa, jotka ovat asianmu-

kaisia sen aktiivisuudelle.

Seuraavan epdtdydellisen luettelon aineiden vasta-aineita
voidaan hyddyllisesti kdyttdd4 immuunimddrityksissd, joissa
kdytetddn kyseessd olevaa luminoivaa reaktiota: proteiinit,
kuten insuliini, alfafetoproteiini ja ferritiini, hormonit,
kuten kasvuhormoni, paratyroidihormoni, follikkelia stimu-
loiva hormoni, keltarauhashormoni, kilpirauhasta stimuloiva
hormoni, adrenokortikotrooppinen hormoni, glukagoni, prolak-
tiini ja kalsitoniini, hapteenit/steroidit, kuten estrioli,
progesteroni ja kortisoli, ld&kkeet, kuten digoksiini, anti-
geenit kuten solun pinta-antigeenit ja alkiokautinen sydpdanti-
geeni ja vasta-aineet, kuten sikotautiviruksen vasta-aine,
ihmisen immunoglobuliini G (IgG), kaniinin IgG, lampaan IgG,

marsun IgG, aasin IgG ja ihmisen immunoglobuliinit E ja M.
Tamdn keksinndn luminoivaa mddritysmenetelmdd voidaan myds kdyttdd ruis-
sa mddrityksissd kuin yllda kuvatuissa immuunimddrityksissa.

Nditd ovat:

1. Elastaasin madritys, joka perustuu peroksidaasin vapautumi-

seen liukenemattomasta peroksidaasielastiinivalmisteesta

Tdssd mddrityksessd elastiini-peroksidaasikonjugaattia inkuboi-
daan vaihtelevien mddrien kanssa elastaasientsyymid. Ennalta
mddrdtyn ajan kuluttua reagoimaton konjugaatti poistetaan
sentrifugoimalla ja yldpuolisesta nesteestd mddritetddn sitou-

tumaton peroksidaasi.

Yldpuolisessa nesteessd olevan sitoutumattoman peroksidaasin
mddrd on verrannollinen elastaasin aktiivisuuteen testatussa

naytteessd.
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2. Proteinaasin mddritys, joka perustuu isoluminolin vapautu-

miseen synteettisestd peptidialustasta

Tdssd middrityksessd liikkumattomaksi tehtyd synteettistd pepti-
dialustaa, Affigel 10-Ala-Ala-Ala-Phe-isoluminolia kdsitell&in
vaihtelevilla md&rilli proteinaasia. Ennalta mdardtyn ajan ku-
luttua reagoimaton alusta-aine poistetaan sentrifugoimalla

ja ylédpuolisesta nesteestd midritetdidn isoluminoli. Yldpuo-
lisessa nesteessd olevan isoluminolin miirid on verrannollinen

proteinaasiaktiivisuuteen testatussa n&dytteessi.

3. Glukoosin mddritys, joka perustuu yhdessd liikkumattomak-

si_tehtyyn glukoosioksidaasiin ja peroksidaasiin

Tédssd mddrityksessd glukoosioksidaasi ja peroksidaasi tehd&idn
yhdessd liikkumattomiksi tukiaineelle, esim. Sepharose™— tai
muoviputkille. T&hdn lisdtd&n luminolin ja herkkyyttd paranta-
van aineen liuos. Lopuksi lisdtddn glukoosin liuos ja valo-
emissio rekisterdidddn. Valoemissio on suoraan verrannollinen

glukoosin mddrddn liucksessa.

Kyseessd olevan mddrityksen p#&kayttd

on kliinisissd laboratorioissa tai liikdrien vastaanotoilla.
Tdllaisissa laboratorioissa ja/tai vastaanotoilla on tavallis-
ta, ettd midrdtyssd mddritysmenettelyssi kdytetyt materiaalit

saadaan mddritysvédlinesarjan muodossa.

Ndin ollen tdmd keksintd kohdistuu myds madritysvédlinesarijaan
kdytettdvdksi tdmdn keksinnén parannetussa luminoivassa tai

luminometrisessa mddrityksessd, joka sarja sisdltdi:

a. peroksidaasientsyymid,
b. yleisen kaavan I herkkyyttd parantavaa ainetta, jossa kaa-
vassa R, A ja B ovat samat kuin ylli md&driteltiin,

€. kemiluminoivaa 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidionia.

Testivédlinesarja voi sisdltd4 my&s hapetusainetta, mutta mo-
nissa tapauksissa tdmid materiaali voidaan joko hankkia erik-

seen tai se voi olla midritettivi aine.
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Edullisesti peroksidaasientsyymi, hapetusaine, herkkyyttid pa-
rantava aine ja kemiluminoiva DPD on kukin yksi luetelluista
aineista, Jjotka ovat hyddyllisid kdytettdviksi kyseisessi
mddrityksessd. Kyseessd olevan mddritysvdlinesarjan erityisen
edullisessa toteutusmuodossa ainakin toinen peroksidaasient-
syymistd ja kemiluminoivasta DPD:std liitetdin midritettidvin

aineen vasta-aineeseen.

Valinnaisesti mddritysvdlinesarja voi sisdltd3d myds yhtd tai
useampaa standardiliuosta, Jjotka kukin sisdltdviat tunnetun
mddrdn midritettdvdd ainetta ja/tai yhtd tai useampaa edul-
lista puskuriliuosta. Mddritysvdlinesarja voi sopivasti sisdl-
tda mySs reaktioastian, joka sopii kdytettdviksi sen lait-
teiston yhteydessd, Jjota kdytetddn madrityksen suorituksen
kuluessa emittoituneen valon mddrittdmiseen. M3iritysviline-
sarjaan voi kuulua mySs sekoituslaite, jota kdytetddn varmis-

tamaan reagenssien riittdvd sekoittuminen.

Tdmdn keksinndn mddritystd ja mddritysvdlinesarjaa kuvataan

nyt ainoastaan esimerkin avulla.

Materiaalit ja menetelmidt

Reagenssit

Piparjuuriperoksidaasi (HRP: puhtausluku (suhde optinen ti-

heys 430 nm:ss&/250 nm:ssid; RZ) suunnilleen 1,0) saatiin yh-
ti®1ltd Hughes and Hughes Ltd., Romford, Essex ja puhdistet-
tiin geelisuodatuksella kdyttden 2,6 x 40 cm:n Ultragel ACA
34-kolonnia (LKB Instruments Ltd., South Croydon, Surrey).
Kolonnia eluoitiin k&yttden 0,015 moolia/l:n fosfaattipusku-
ria, pH 7,2, joka sisdlsi 0,15 moolia/l NaCl:; saadun puhdis-
tetun peroksidaasin RZ-arvo oli n. 3,0.

Alfa-fetoproteiini (AFP), kaniinin anti-ihmisen AFP (koodi
100-008) ja kaniinin anti-ihmisen AFP/HRP-konjugaatti saatiin
yhtidltd Dako Products, Mercia Brocades Ltd., Brocades House,

Pyrford Road, West Byfleet, Weybridge, Surrey.

Tyroksiini(T4), kaniinin anti-T4-pddllysteiset putket ja
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T4/HRP-konjugaatti saatiin yhti6ltd Boehringer Corporation,

Lewes, Sussex, UK.

Rubella-viruksella (ihmisen) pddllystetyt palloset ja anti-
ihmisen IgG (vuohi)/HRP-konjugaatti saatiin yhti®ltd abbott
Laboratories Ltd., Diagnostic Division, Brighton Hill Parade,

Basin gstoke, Hampshire.

Anti-IgE:11d (vuohi) p&ddllystetyt putket ja anti-IgE (kaniini) -
peroksidaasikonjugaatti saatiin yhtidltd Behringwerke AG,

Marburg.

Luminoli (5-amino-2,3-dihydro-1,4~ftalatsiinidioni) ja iso-
luminoli (6-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni) saatiin
yhtitltd Sigma Chemical Co., Fancy Road, Poole, Dorset, UK.
Luminolin mononatriumsuola valmistettiin edellid kuvatulla

tavalla (Ham et al., Anal. Lett., 1979, 12, 535).

7-dimetyyliaminonaftaleeni-1,2-dikarboksyylihappohydratsidi
(kaava 2, Ry ja R2 on ajateltu yhdessd ja ovat dimetyyli-
aminosubstituoitu bentsoryhmi, Ry = R, = H) saatiin yhti&ltd

Boehringer Mannheim.

N-(6-aminoheksyyli)-N-etyyli-isoluminoli saatiin yhti&ltd LKB,

Suomi.

Kaikki fenolit ja naftolit saatiin yhti®ltd Aldrich Chemical
Co., paitsi 2-kloorifenoli ja 2,4,6-trikloorifenoli (saatiin
yhtidltd Fluka AG, Chemische Fabrik, CH 9470, Buchs, Sveitsi),
2-naftoli (saatiin yhti8ltd BDH Chemicals Ltd., Atherstone,
Warwickshire) ja 4-hydroksifenyylisulfidi (saatiin yhtidltid
Fluorochem Ltd., Glossom, Derbyshire).‘

Elastiini, elastaasi ja glukoosioksidaasi saatiin yhtidltd

Sigma Chemical Co., Dorset).

Analyysilaitteisto

Kemiluminoivat reaktiot suoritettiin 10 x 10 mm:n 4 ml:n
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tilavuisilla muovisilla kertakdyttdkyveteilld (W. Sarstedt
Ltd., Leichester LE3 1UQ, UK). Emittoidun valon paljous
mddritettiin luminometrilla, jota edelld kuvattiin (Carter

et al., UK-hakemusjulkaisu 20256093), jossa on muunnos, joka sallii usei-

den kyvettien asettamisen perdkk&din tarkasti ja toistettavasti

valomonistinputken valokatodin eteen.

Tulokset esitettiin nopealla potentiometrisella diagramma-
piirturilla (Type PM 8202; Philips, Eindhoven, Hollanti;
tdyden skaalan ndyttdaika alle 0,25 s).

Esimerkki 1

Peroksidaasin luminoiva mddritys kdyttden luminolia ja

4-jodifenolia

Natriumluminolia (50 mg) ja vetyperoksidia (62 /ul, 30 8
paino/tilavuus) lisdttiin 200 ml:aan tris-puskuria (0,1-
molaarinen, pH 8,5). Liuos valmistettiin useita tunteja ennen
kdyttdd luminoivan reaktion initioimiseksi. 10 /ul 4-jodife-
nolia dimetyylisulfoksidissa (4,54 mmoolia/l) asetettiin
kyvetin yhteen nurkkaan ja 10 /ul kaniinin anti-AFP-HRP-kon-
Jugaattia (1:1000-laimennus) asetettiin toiseen nurkkaan.
Reaktio initiocitiin ruiskuttamalla luminoli/Hzoz—reagenssi
(0,9 ml). Valon ulostulo mitattiin ja esitetddn taulukossa 1.
Signaali/taustasuhteen parannus mitattiin myds ja esitetddn
taulukossa 2.

Esimerkit 2-3

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd lisdtty 4-
jodifenoliliucksen mddrd nostettiin 20 /ul:&mi ja 90 /ul:aan.

Valon ulostulo mitattiin ja esitetddn taulukossa 1. Signaali/

taustasuhteen parannus mitattiin myds ja esitetdin taulukossa 2

Esimerkit 4-8

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 4-jodifenoli

korvattiin seuraavilla herkkyyttd parantavilla aineilla:
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4-bromifenoli
4-kloorifenoli
4-bromi-2-kloorifenoli
2,4-dikloorifenoli

3,4-dikloorifenoli
Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2.

Esimerkit 9-13

Esimerkkien 4-8 menettely toistettiin paitsi, ettd lisdtyn
herkkyyttd parantavan aineen liuoksen mi3dri nostettiin 90

/ul:aan. Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2.

Esimerkit 14-16

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 4-jodifenoli

korvattiin seuraavilla herkkyyttd parantavilla aineilla:

4-hydroksikanelihappo
2-naftoli

6~brominaft-2-o0li
Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2.

Esimerkit 17-19
Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 10 /ul 4~jodi-

fenolia korvattiin 5 /ulzlla seuraavia herkkyyttd parantavia

aineita:

4-fenyylifenoli
1,6-dibrominaft-2-o0li

1-brominaft-2-oli
Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2.

Esimerkit 20-24
Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 10 /ul 4-jodi-

fenolia korvattiin 5 /ul:lla seuraavia herkkyyttd parantavia

aineita:



20

76380

bis-4-bydroksifenyylisulfidi
bis-4-hydroksifenyylidisulfidi
4-(2',4'-dinitrostyryyli)fenoli
4-(4'~-hydroksifenyyli)bentsofenoni
4-(4'-hydroksifenoksi) fenoli

Signaali/taustasuhteen parannus mitattiin ja esitetddn taulu-

kossa 3.

Esimerkit 25-28

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 10 /ul 4-jodi-
fenolia korvattiin 20 /ul:lla seuraavia herkkyyttd parantavia
aineita:

4-(fenyyliatso) fenoli
4-(2'-karboksifenyyliatso) fenoli
4-bentsyylifenoli
Etyyli-3-(4-hydroksifenyyli)propionaatti

Signaali/taustasuhteen parannus mitattiin ja esitetdin taulu-

kossa 3.

Vertailuesimerkki

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, etti mitdin herk-
kyyttd parantavaa ainetta ei lisdtty luminoivaan reaktioseok-

seen. Tulokset esitetddn taulukoissa 1, 2 ja 3.

Taulukko 1

Valoemission parantaminen eri fenoleilla ja naftoleilla

Esi- Lisdtty Valoemissio
merkki Parannusaine tilavuus(/ul) (mv 700 V PM)
Vergailu 2-kloori-4-fenyylifenoli 5 71%%

1 4-jodifenoli 10 903

2 4-jodifenoli 20 1958

3 4-jodifenoli 90 3056

4 4-bromifenoli 10 261

5 4-kloorifenoli 10 190

6 4-bromi~2-kloorifenoli 10 80

7 2,4-dikloorifenoli 10 29

8 3,4-dikloorifenoli 10 20
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Taulukko 1 (jatkoa)

Valoemission parantaminen eri fenoleilla ja naftoleilla

Esi- Lisdtty Valoemissio
merkki Parannusaine tilavuus(/gi) (mv 700 VvV PM)

9 4-bromifenoli 90 1379

10 4-kloorifenoli 90 1190

11 4-bromi-2-kloorifenoli 90 555

12 2,4-dikloorifenoli 90 165

13 3,4-dikloorifenoli 90 82

14 4-hydroksikanelihappo 10 2317

15 2-naftoli 10 50

16 6-brominaft-2-o0li 10 42

17 4-fenyylifenoli 5 5830

18 1,6-dibrominaft-2-0li 5 2401

19 1-brominaft-2-0li 5 651

NB: valoemissio mitataan ulostulona (mV) 700 V:n valo-

monistimen j&nnitteelll.

Taulukko 2

Esi- Signaali/taustasuhteen
merkki parannus
Ver%ailu 3672
1 170
2 510
3 1697
4 40
5 25
7 7
8 4
9 476
10 357
12 258
13 44
14 2935
15 : 1698

16 1268



Esi-
merkki

17
18
19

Esi-
merkki

Vertailu
20
21
22

23
24

25
26

27
28

22

Taulukko 2 (jatkoa)
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Signaali/taustasuhteen

parannus
3482
2055
3931
Taulukko 3
Lisdtty
Parannusaine tilavuus(/gl)

bis-4-hydroksifenyylisulfidi 5
bis-4-hydroksifenyylidisulfidi 5
4-(2',4'-dinitrostyryyli) -

fenoli 5
4-(4'~hydroksifenyyli) -
bentsofenoni 5
4-(4'-hydroksifenoksi) -
fenoli

4-(fenyyliatso) fenoli 20
4-(2'-karboksifenyyli-

atso) fenoli 20
4-bentsyylifenoli 20

Etyyli-3-(4-hydroksi-
fenyyli)propionaatti 20

Signaali/tausta-
suhteen parannus

73
1724

73

521
659

171
109

86
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Esimerkit 29-32

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd 4-jodifenoli

korvattiin eri vaihtoehtoisilla fenoleilla ja naftoleilla
10
(o,

luminoivan reaktion valon ulostuloon ilman parannusainetta.

ul, 1 mg/ml liuosta DMSO:ssa). Valon ulostuloa verrattiin
Jos valon ulostulo oli suurempi fenolin tai naftolin l&snd-

ollessa kuin ilman sitd, luminoivan reaktion sanottiin paran-

tuneen. Tulokset esitetddn taulukossa 4.

Taulukko 4

Eri fenolien ja naftolien vaikutus valon ulostuloon

Esimerkki Fenoli/naftoli Parannus
29 4-kloori-3-metyylifenoli Kylld
30 4-metyylifenoli Kylla
31 4-tert.-butyylifenoli Kylla
32 4-fenoksifenoli Kylld

Esimerkki 33

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd N-(6-amino-

heksyyli)-N-etyyli-isoluminoli korvasi luminolin.

Esimerkki 34
Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd luminoli kor-

vattiin isoluminolilla.

Esimerkki 35
Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd luminoli kor-

vattiin 7-dimetyyliaminonaftaleeni-1,2-dikarboksyylihappo-
hydratsidilla (9-dimetyyliamino-2,3-dihydrobentso/ f/-ftalat-
siini-1,4-dioni) ja ftalatsiinidioni/H202 laimennettiin

suhteessa 1:10 ennen kayttda.

Esimerkki 36

Esimerkin 1 menettely toistettiin paitsi, ettd vetyperoksidi

korvattiin natriumperboraatilla.
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Esimerkki 37 - Alfafetoproteiinin (AFP) mddritys

a. Polystyreenipallosten pddllystidminen anti-AFP:113

(1) 500 ml:n laajasuiseen lasipulloon lisdttiin 125 ml glysii-
ni/NaOH-puskuria (0,1 moolia/l, pH 8,8) ja 0,25 g BSA:a. Liuos-
ta sekoitettiin sitten 2 tuntia telasekoittajalla 20°C:ssa.
Tdmdn ajan kuluttua pullo (ja sen korkki) huuhdeltiin glysii-
nipuskurilla (3 x 50 ml) kaiken sitoutumattoman albumiinin

poistamiseksi ja lopuksi sen annettiin valua kuivaksi.

(2) 1000 polystyreenipallosta pestiin Lipsol-nesteelli
(kauppanimi, 1 %, 500 ml) 30 minuuttia. Kun pallosia oli pesty
tislatulla vedelld, ne asetettiin Buchner-kolviin vhdessa

200 ml:n kanssa glysiinipuskuria ja kaasu poistettiin niisti.

(3) Glysiinipuskuri (400 ml) siirrettiin esipddllystettyyn
lasipulloon ja kaniinin anti-ihmisen AFP:a (1,5 ml) lisidttiin.
Liuosta sekoitettiin hyvin ja sen jdlkeen kaasuttomat pallo-
set lisdttiin. Koko seosta sekoitettiin telasekoittimella

6 tuntia 20°C:ssa.

(4) 6 tunnin kuluttua glysiinipuskuri-vasta-aineliuos dekan-
toitiin ja palloset pestiin kahdesti 400 ml:1la PBS:a
(0,0015 ml1/1 fosfaattia, 0,15 moolia/l NaCl, pH 7,2). Kun
toinen PBS-pesu oli dekantoitu, BSA:n liuos (0,5 %) PBS:si
(400 ml) lisdttiin. Jdlleen koko seosta sekoitettiin tela-
sekoittimella 20°C:ssa.30 minuutin kuluttua PBS-albumiini-
liuos poistettiin ja asetaattipuskuria (0,1 moolia/l, pH 4,2,
400 ml), joka sisdlsi Tween 20-pesuainetta (kauppanimi,

0,01 %) lisdttiin. Sekoitusta suoritettiin 10 minuutin ajan
ja sen jdlkeen asetaattipuskuri korvattiin PBS-puskurilla,
joka sisdlsi 0,05 % Tween-pesuainetta (2 x 400 ml). Lopuksi
PBS dekantoitiin ja pallosia kuivattiin suodatinpaperilla
20° c:ssa 30 min. Pallosia sdilytettiin kierrekorkkisissa

pulloissa 4°C:ssa.

b. (1) Riittdvdstd middrdstd vasta-aineella pddllystettyja
pallosia (vaihe a. yll4) PBS:ssd poistettiin kaasua 15-30

minuutin ajan.
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(2) 50 /ul ndytettd, joka sisdlsi AFP:a, lisdttiin kyvet-
tiin yhdessd 0,95 ml:n kanssa PBS/BSA/Tween-pesuainetta
(fosfaattia 0,015 moolia/l; NaCl 0,15 moolia/l; BSA 0,2 %;
Tween 20 0,05 %; pH 7,2). Liuos ldmmitettiin 37°C:een ja hau-

dottiin sitten pallosten kanssa 1 tunnin ajan.

(3) sen jdlkeen liuos dekantoitiin ja palloset pestiin
PBS/Tween-liucksella (200 ml 15 s, sitten 200 ml 5 min).

(4) Pallosia inkuboitiin sitten 0,9 ml:n kanssa 1:1000-lai-
mennusta kaniinin anti-ihmis - AFP/HRP-konjugaattia 1 tunnin
ajan. (Konjugaatti laimennettiin PBS/BSA/Tween~liuocksella

ja lammitettiin 37°C:een ennen lisdystd pallosiin).

c. (1) Liuos dekantoitiin j&dlleen kerran ja palloset pestiin
ionivaihdetulla tislatulla vedelld 2 minuuttia. Veden dekan-
toinnin jdlkeen palloset siirrettiin varovasti kyvetteihin
(vksi kyvettid kohti).

(2) Jokaisen kyvetin kulmaan asetettiin myds 10 /ul 4-jodi-
fenolia (1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,1 moolia/l, pH 8,0).
Luminoiva reaktio initioitiin ruiskuttamalla 0,9 ml luminoli/
H202~liuosta (natriumluminolia (50 mg), H2O2 (62 /ul; 30 %
paino/tilavuus), Tris (0,1 moolia/l, pH 8,0, 200 ml)). Valo-
emissio mitattiin 30 s kuluttua ja verrattiin aikaisemmin

valmistettuun standardikdyr&in AFP-pitoisuuden mddrittimiseksi.

Esimerkki 38 - T4:n mddritys

T4 mddritettiin kdyttden kilpailevaa entsyymisidoksista immuu-
nisorboivaa mddritystd. Ndytteen seosta, joka sisdlsi merk-
kaamatonta T4:a ja T4/HRP-konjugaattia, haudottiin putkilla,
jotka oli pd&dllystetty rajoitetulla middrdlld anti-T4:a

(kaniini).

Kun tasapaino oli saavutettu, sitoutumaton materiaali pestiin
putkista ja 10 /ul 4-jodifenolia (1 mg/ml) Tris-puskurissa

(0,1 moolia/l, pH 8,0) asetettiin jokaiseen putkeen. Luminoiva
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reaktio initioitiin ruiskuttamalla 0,9 ml luminoli/HZOZ—
liuosta (natriumluminolia (50 mg), H,0, (62 /ul; 30 % paino/
tilavuus), Tris (0,1 moolia/l, pH 8,0, 200 ml)). Valoemissio
30 s kuluttua mitattiin ja sitd verrattiin aikaisemmin valmis-

tettuun standardikdyrddn T4-pitoisuuden midrittdmiseksi.

Esimerkki 39 - vihurirokon anti-IgG:n midritys

Testindytettd, joka sisilsi vihurirokon anti-IgG:&, inkuboi-
tiin vihurirokkoviruksella (ihmisen) pddllystettyjen pallos-
ten kanssa Tris-puskurissa. Kun pallosista oli pesty pois
reagoimattomat komponentit, niitd inkuboitiin anti-ihmis-

IgG (vuohi) /HRP-konjugaatin kanssa jdlleen Tris-puskurissa.

Liuos dekantoitiin ja palloset pestiin ionivaihdetulla tisla-
tulla vedelld. Kun pestyt palloset oli poistettu vedestd,

ne siirrettiin kyvetteihin (yksi kyvettid kohti).

Jokaisen kyvetin kulmaan asetettiin my&s 10 /ul 4-jodifenolia
(1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,1 moolia/l, pH 8,0). Luminoiva

reaktio initioitiin ruiskuttamalla 0,1 ml luminoli/H202—
liuosta (natriumluminolia (50 mg), H202 {62 /ul; 30 % paino/
tilavuus), Tris (0,1 moolia/l, pH 8,0, 200 ml)). Valoemissio
30 s kuluttua mitattiin ja sitd verrattiin aikaisemmin val-

mistettuun standardikdyr&&n vihurirokon anti-IgG:n pitoisuu-

den mddrittdmiseksi.

Esimerkki 40 - IgE:n midritys

Nayte, joka sisdlsi ihmisen IgE:4, lisdttiin anti-IgE:114
(vuohi) pddllystettyihin putkiin ja inkuboitiin 2 tuntia
20°C:ssa. T#min ajan kuluttua putket pestiin reagoimattomien
komponenttien poistamiseksi ja tunnettu mi&ri anti-IgE (kanii-
ni) -peroksidaasikonjugaattia lisdttiin putkiin ja inkuboitiin
vield 2 tuntia 20°C:ssa. Ylimd&rdiset entsyymikonjugoidut
vasta-aineet pestiin sitten pois ja sitoutuneen entsyymin
aktiivisuus mddritettiin seuraavasti:

Jokaisen putken kulmaan asetettiin 10 /ul 4-jodifenolia

(1 mg/ml) Tris-puskurissa (0,1 moolia/l, pH 8,0). Luminoiva
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reaktio initioitiin ruiskuttamalla 0,9 ml luminoli/H202:a
(luminolia (50 mg), H202 (62 /ul, 30 % paino/tilavuus),
Tris-puskuria (0,1 moolia/l, pH 8,0, 200 ml)). Valoemissio

30 s kuluttua mitattiin ja sitd verrattiin aikaisemmin valmis-

tettuun standardikdyrddn IgE-pitoisuuden midrittidmiseksi.

Esimerkki 41 - Elastaasin md8ritys

Piparjuuriperoksidaasia konjugoitiin jauhettuun elastiiniin
menetelmédlld, jonka ovat esittdneet G.C. Saunders et al.,
Anal. Biochem. 1982, 126, 122. 1 ml elastiiniperoksidaasin
suspensiota pestiin ja tasapainotettiin 2 ml:ssa 0,01 moolia/
l:n Tris-puskuria (pH 9), joka sisdlsi CaC12:a (2 mmoolia/l),
0,5 h 37°C:ssa. Konjugaatti sentrifugoitiin ja yl&puolinen
neste heitettiin pois. Eri mddrdt elastaasia (0-100 ng/ml)
Tris-CaCl,-puskurissa lisdttiin ja inkuboitiin 37°C:ssa elas-
tiini-HRP:n kanssa. 60 minuutin kuluttua reagoimaton elas-
tiini-HRP poistettiin sentrifugoimalla ja yldpuolisen nes-
teen jae poistettiin ja sentrifugoitiin. 200 /ul yldpuolista
nestettd poistettiin ja asetettiin kyvettiin ja valoemissio
initioitiin lisd&mdlld 0,9 ml luminoli/H202/4—jodifenoliliuos—
ta (natriumluminolia (50 mg), H,0, (62 /ul; 30 % paino/tila-
vuus), 4-jodifenolia (2 ml, 1 mg/ml DMSO:ssa) 200 ml:ssa
Tris-puskuria (0,1 moolia/l, pH 8,0)).

Valoemissio 30 s kuluttua mitattiin.

Esimerkki 42
Glukoosin mddritys, joka perustuu vhdessi liikkumattomaksi

tehtyyn glukoosioksidaasiin ja peroksidaasiin

Glukoosioksidaasi (5 mg; Sigma) ja piparjuuriperoksidaasi

(5 mg; Sigma) tehtiin yhdess&d liikkumatttomaksi syaanibromi-
dilla aktivoidulle Sepharose-hartsille (Pharmacia, UK) menet-
telylld, jonka ovat esittineet Ford ja DeLuca, Anal. Biochem,
1981, 110, 43. Liikkumattomaksi tehdyt entsyymit suspendoi-
tiin fosfaattipuskuriin (0,1 moolia/l, pH 7,0). Liikkumatto-
maksi tehtyjen entsyymien suspensio (100 mg/1l, 50 /ul) lisdt-

tiin 1 ml:aan luminolin vesiliuosta (25 mg/100 ml) ja 50 /ul:aan
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4-jodifenolia (1 mg/ml DMSO:ssa), jotka sisdltyivdt kyvet-
tiin. 10 /ul:n vesipitoinen ndyte glukoosia sisdltdvdd liuos-
ta lisdttiin sitten, kyvetin sis&dlt6& sekoitettiin ja valoemis-
sio rekisterditiin. Huippuvaloemissio oli lineaarinen v&dlilla
50-500 nmoolia glukoosia. Vaihtoehtoisesti glukoosioksidaasi

ja peroksidaasi voidaan tehdd liikkumattomaksi muovitukien
pinnalle (esim. Leon et al., Clin. Chem., 1977, 23, 1556).



’s 76380

Patenttivaatimukset

1. Parannettu luminoiva tai luminometrinen m#&dritysmene-
telmd, jossa kemiluminoiva reaktio tapahtuu peroksidaasient-
syymin, hapettimen ja kemiluminoivan aineen 2,3-dihydro-1,4-
ftalatsiinidionin v&1illd, tunnettu siit3, etti reaktio suo-

ritetaan fenoliyhdisteen l&dsndollessa, jolla on kaava:

OH
A
o (1)
N B
R
jossa
(1) A ja B ovat vety; ja R on halogeeni; fenyyli;
-Y- /_\ -V, Y:n ollessa -CH - tai -O- ja V:n ollessa vety
tai Y:n ollessa -0-, -S- ta% -S-S- ja V:n ollessa hydroksyyli:
-N=N© + W:n ollessa vety tai karboksi: -@-CO-@ :
W

-CH=CH-Z, Z:n ollessa karboksi tai 2,4-dinitrofenyyli;
-CH CH COOCZH tai C —C6-alkyy1i;
1

5
(ii A on vety; B on halogeeni tai C1 6—a1kyyli; ja R on
halogeeni;
(ii{i A on halogeeni; B on vety; ja R on halogeeni tai fe-

nyyli; tai
(iv) A on vety tai halogeeni; R ja B ovat yhdessi nafta-

leeniytimen t&ydentdvid ketju, jolla suunnassa R:std B:hen on

kaava
5 67 8 .
-CH=C-CH=CH-, X:n ollessa vety tai halogeeni, jolloin kaavan
!
X
(1) mukainen yhdiste on B-naftoli, jolla on kaava:

OH

H tai halogeeni

~J

H tai halogeeni
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ja halogeeni kaikissa tapauksissa (i)-(iv) ylld tarkoittaa

klooria, bromia tai jodia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu
siitd, ettd kemiluminoiva aine 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiini-
dioni on luminoli, isoluminoli, N-(6-aminoheksyyli)-N-etyyli-
isoluminoli tai 7-dimetyyliaminonaftaleeni-1,2-dikarboksyyli-

happohydratsidi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd peroksidaasientsyymi on piparjuuripe-

roksidaasi.

4. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd hapetin on vetyperoksidi tai

perboraatti-ioni.

5. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd peroksidaasientsyymi on l&snd

ligandiin sidotussa muodossa Jja ldsndolevan peroksidaasient-
syymin mddrd mddritetddan havaitsemalla tai mittaamalla kemi-

luminesenssi.

6. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen me-
netelmd, tunnettu siitid, ettd fenoliyhdiste on 4-jodifenoli,

4-fenyylifenoli tai 2-kloori-4-fenyylifenoli.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni on luminoli tai
isoluminoli, peroksidaasientsyymi on piparjuuriperoksidaasi
ja se on ldsnd ligandiin sidotussa muodossa Jja ldsndolevan
piparjuuriperoksidaasin mddrd midritetddn havaitsemalla tai
mittaamalla kemiluminesenssi, hapetin on vetyperoksidi ja fe-

noliyhdiste on 4-jodifenoli.
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8. Md8dritysvdlinesarja kdytettdvdksi luminoivassa tai

luminometrisessd mddritysmenetelmdssd, tunnettu siitd, ettd
se kdsittdd seuraavat komponentit erillisissd sdilidissd:

- kemiluminoiva aine 2,3-dihydro-1l,4-ftalatsiinidioni,

- peroksidaasientsyymi, ja

- vaatimuksessa 1 mddritetty fenolinen yhdiste.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen mdaritysvdlinesarija,
tunnettu siitd, ettd kemiluminoiva aine 2,3-dihydro-1,4-
ftalatsiinidioni on luminoli, isoluminoli, N-(6-aminoheksyy-
1i)-N-etyyli-isoluminoli tai 7-dimetyyliaminonaftaleeni-1,2-

dikarboksyylihappohydratsidi.

10. Patenttivaatimuksen 8 tai 9 mukainen mddritysvédline-
sarja, tunnettu siitd, ettd peroksidaasientsyymi on pipar-

juuriperoksidaasi.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 8-10 mukainen mddritysva-
linesarja, tunnettu siitd, ettd peroksidaasientsyymi on

ldsnd ligandiin sidotussa muodossa.

12. Jonkin patenttivaatimuksen 8-11 mukainen mddritysva-
linesarja, tunnettu siitid, ettd fenoliyhdiste on 4-jodife-

noli, 4-fenyylifenoli tai 2-kloori-4-fenyylifenoli.

13. Patenttivaatimuksen 8 mukainen mddritysvdlinesarija,
tunnettu siitd, ettd 2,3-dihydro-1,4-ftalatsiinidioni on
luminoli tai isoluminoli, peroksidaasientsyymi on piparjuuri-
peroksidaasi ja se on ldsnd ligandiin sidotussa muodossa ja

fenoliyhdiste on 4-jodifenoli.



76380

32
Patentkrav
1. Forbdattrad luminiscerande eller luminometrisk bestam-

ning, vid vilken en kemiluminiscerande reaktion sker mellan
ett peroxidasenzym, ett oxidationsmedel och en kemiluminisce-
rande 2,3-dihydro-1,4-ftalazindion, kinnetecknad av att

reaktionen utfdrs i nirvaro av en fenolfdrening med formeln:

OH
A
(1)
B
R
dari
(1) A och B &r vdte; och R &r halogen; fenyl; -Y- @ -V,
ndr Y &r -CH - eller -0- och V dr vidte eller nir Y &r -O-,
-S- eller -5-S5- och V &r hydroxyl; —N=N-<::> , ndr W dr vite

w
eller karboxi: -<::)—co-<::> + -CH=CH-Z, ndr Z dr karboxi
eller 2,4-dinitrofenyl; —CH2CH2COOC2H5 eller C ~-C -~alkyl;

(ii) A &8r vdte; B Ar halogen eller Cl_e-alkyl: och R &r
halogen;

(iii) A dr halogen; B &r vidte; och R &r halogen eller fenyl;
eller

(iv) A &r vHte eller halogen; R och B Ar tillsammans en

naftalennukledr kompletterande kedja med formeln, i direk-
tion fradn R till B,

5 67 8 °
—CH=$—CH=CH—, vari X dr vdte eller halogen, d& férening en-
X

ligt formeln

(1) &r R-naftol med formeln

OH
2 1 H eller halogen
3 ’ ~
10 =
8
s5(!
s

H eller halogen
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och halogen vid alla stdllen (i)-(iv) ovan menar klor, brom

eller jod.

2. Bestdmning enligt patentkravet 1, kinnetecknad av
att den kemiluminiscerande f&reningen 2,3-dihydro-1,4-ftal-
azindion &r luminol, isoluminol, N-(6-aminohexyl)-N-etylisolu-

minol eller 7-dimetylaminonaftalen-1,2-dikarboxylsyrahydrazid.

3. Bestdmning enligt patentkravet 1 eller 2, kinne-

tecknad av att peroxidasenzymet &r pepparrotsperoxidas.

4. Bestdmning enligt ndgot av patentkraven ovan, kin-
netecknad av att oxidationsmedlet &r vidteperoxid eller per-

borat-ion.

5. Bestdmning enligt ndgot av patentkraven ovan, kin-
netecknad av att peroxidasenzymet dr ndrvarande i till en
ligand kopplad form och méngden av nirvarande peroxidasenzy-
met bestidmms genom detektering eller mitning av kemiluminis-

cens.

6. Bestdmning enligt ndgot av patentkraven ovan, kin-
netecknad av att fenolfdreningen dr 4-jodfenol, 4-fenylfe-

nol eller 2-klor-4-fenylfenol.

7. Bestdmning enligt patentkravet 1, kidnnetecknad av
att 2,3-dihydro-1,4~ftalazindionet &r luminol eller isolumi-
nol, peroxidasenzymet &r pepparrotsperoxidas och det &r nir-
varande i till en ligand kopplad form och mingden av nirva-
rande pepparrotsperoxidas bestdmms genom detektering eller
mdtning av kemiluminiscens, oxidationsmedlet Hr vidteperoxid

och fenolfdreningen &r 4-jodfenol.
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8. Bestdmningsmedelserie f&r anvdndning vid en luminis-
cerande eller luminometrisk bestdmning, kdnnetecknad av att
den innehdller fdljande komponenter i avskilda behdllare:

-~ kemiluminiscerande fdrening 2, 3-dihydro-1,4-ftalazindion,
- peroxidasenzym, och

- fenolfbrening enligt patentkravet 1.

9. Bestdmningsmedelserie enligt patentkravet 8, kdnne-
tecknad av att den kemiluminiscerande fdreningen 2,3-dihyd-
ro-1,4-ftalazindion dr luminol, isoluminol, N-(6-aminche-
xyl)-N-etylisoluminol eller 7-dimetylaminonaftalen-1,2-dikar-

boxylsyrahydrazid.

10. Bestdmningsmedelserie enligt patentkravet 8 eller 9,

kdnnetecknad av att peroxidasenzymet dr pepparrotsperoxidas.

11. Bestdmningsmedelserie enligt ndgot av patentkraven
8-10, kdnnetecknad av att peroxidasenzymet &dr ndrvarande i

till en ligand kopplad form.

12. Bestidmningsmedelserie enligt ndagot av patentkraven
8-11, kdnnetecknad av att fenolfdreningen &r 4-jodfenol,
4-fenylfenol eller 2-klor-4-fenylfenol.

13. Bestdmningsmedelserie enligt patentkravet 8, kdnne-
tecknad av att 2,3-dihydro-1,4-ftalazindionet &dr luminol
eller isoluminol, peroxidasenzymet &dr pepparrotsperoxidas och
det dr ndrvarande i till en ligand kopplad form och fenolfo-

reningen &r 4-jodfenol.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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