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TiivisteIlmd - Sammandrag

Keksintt koskee menetelmdd kokonaisdigoksiinitason midrittimiseksi biologisissa nesteissd,
sekd tdssd menetelméissd kiytettéivid reagenssipakkausto, Menctelmd kisittad dicoksiini-pro-
teidni-kompleksin hajottamisen kisittelemilld mainitun nectooen nayvtettd tchokkaalla mdd-
ralld tyydytettyd tai tyydyttdmitontd rasvahappca, alkanclia, kinidiinia tai a-tokoferolia,
jolloin digoksiini vapautuu seerumin proteiineista, kdsitelty ndyteliuos ajetaan sentrifugi-
ultrasuodattimen ldpi, jolloin digoksiinia sisdltavi ndyteliucs selektiivisesti kulkeutuu
mainitun suodattimen ldpi, mutta mainitut seerumin proteiinit jddvit suodattimeen ja digok-
siinin konsentraatio mddritetddn mainitusta ndyteliuoksesta fluoresenssipolarisaatiomenetel-
mdlld. Reagenssipakkaus kdsittdd pullon kutakin seuraavista reagensseista, joiden madrit
ovat sellaiset, ettd ne mahdollistavat useampien miiritysten tekemisen:

(1) antidigoksiinivasta-ainereagenssiliuos

(2} tunnistajareagenssiliuos ja

(3) digoksiinia vapauttavan aineen liuos.
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Uppfinningen avser ett forfarande f8r be-
stdmning av den totala digoxinhalten i bio-
logiska vétskor, samt vid fdrfarandet an-
vandbar reagensfdrpackning. Férfarandet om-
fattar sdnderdelning av digoxin-protein~
komplexet genom behandling av ett prov av
ndmnda vdtska med en effektiv miangd mittad
eller omittad fettsyra, alkanol, kini-
din eller a~tocoferol, varvid digoxinet fri-
gdres fran serumprotein, den behandlade 1&s-
ningen ledes genom ett centrifugultrafilter,
varvid den digoxinhaltiga provldsningen se-
lektivt gar genom filtret, men de nimnda se-
rumproteinerna kvarhdlles i filtret, och di-
goxininhalten i den nimnda provldsningen be-
stdmmes genom fluorescenspolarisationsmeto-
den, Reagensfdrpackningen omfattar en flas~
ka med var och en av nedanstiende reagenser
i en mangd som &r tillrédcklig f6r utfdrande
av flera bestdmningar:
(1) en reagensldsning av antidigoxinanti-
kropp,
(2) en 16sning med identifierande reagens
och
(3) en 18sning av ett digoxinfrigérande

medel.
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Menetelmd kokonaisdigoksiinitasojen m#&ritt&miseksi.

Jotta mddritysmenetelmd, jossa analysoitavan aineen
konsentraatio luetaan standardikdyridltd, olisi tarkka,
taytyy standardien ja potilasnidytteiden kdyttdytysd samalla
tavoin mddrityksesss. Ehki erds kriittisimmists tekijbista
standardien ja potilasndytteiden v&lills on, ettd analy-
soitavan standardin saannon t&ytyy olla samanlainen kuin
analysoitavan ndytteen saanto, tai muussa tapauksessa saa-
daan tulokseksi v#8ri# arvoja. T&md on totuus erityisesti
silloin, kun mitataan potilasniytteisti analysoitavan ai-
neen Kokonaismdiri.

Seerumissa olevien analyyttien fluoresenssipolari-
saatiomddrityksiss8 on t&m&n menetelmin ei-toivottuna omi-
naisuutena korkea seerumin taustafluoresenssi. T&mi tulee
erityisen ongelmalliseksi mitattaessa tutkittavien ainei-
den matalia tasoja, kuten esimerkiksi digoksiinin. Té&sséa
tapauksessa mddritys ei ole mahdollinen kdytettdessd suo-
raan seerumia fluoreseiinilla leimatun digoksiinin tunnis-
tajan kanssa, koska seerumin taustafluoresenssi ylittaa
suuresti fluoreseiinilla leimatun digoksiinin tunnistajan
ldhettdmdn fluoresenssisignaalin.

Jotta vdltyttdisiin seerumin korkeasta taustafluo-
resenssistd, on tavanomaisesti tehty proteiinivapaita suo-
doksia kdyttden perkloorihappoa tai trikloorietikkahappoa.
Vaikka menetelmidt ovat tehokkaita, kun valmistetaan prote-
iinivapaita suodoksia, joiden taustafluorerenssi on suh-
teellisen pieni, on niissi muita haittoja. Digoksiinin
tapauksessa saadaan huono saanto suodoksesta, ja lisdksi
saantoon vaikuttaa ndytteen proteiinikonsentraatio. Katso
esimerkiksi Porter et al., Clin. Chem. 30 (1984) 1826 -
1829.

Ultrasuodatuksen kdytt® proteiinivapaiden suodosten
valmistamiseen on alalla tunnettu. Tissi menetelmédssa pro-
teiini jakautuu valikoidusti ndytevolyymiosan fraktioon
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(ja38nnYs), kun taas vapaa ligandi kulkee pddasiallisesti
esteettsd liuoksen mukana kalvon ldpi ultrasuodokseen. T&al-
laisen ultrasuodoksen suorittamiseen on saatavissa kaupal-
lisia jdrjestelmis. Erds tdllainen menetelmd on Centrifree
TM—mikropartitiomenetelma, jota myy Amicon yhtym&, Dan-
vers, Massachusetts. T&m8 on periaatteessa sisddnraken-
nettu suodatinlaite, jossa on suodatinmembraani, jonka
huokoskoko on sellainen, ettd 99,9 % seerumin proteiinista
ei mene kalvon ldpi sentrifugaalisuodatuksessa. Suodat-
timien mukana seuraavassa mainoskirjallisuudessa ehdote-
taan, ettd suodattimia tulisi kayttaa "vapaiden” seerumis-
sa olevien analysoitavien aineiden, erityisesti ladkeai-
neiden, erottamiseen proteiinin sidotusta osasta. Ndinol-
len, erottavan aineen puuttuessa, joka vapauttaisi prote-
iiniin sidotun liikkeen, ainostaan seerumissa oleva vapaa
ladkeaine piisee suodattimen 13pi ja voidaan mitata jol-
lain m3dritysmenetelmdlls.

Alan kirjallisuuden mukaan noin 20 - 30 % seerumin
digoksiinista on sitoutuneena seerumin proteiineihin.
Katso Pribor et al., Drug Monitoring and Pharmokinetik
Data, Pathotex Publishers, Park Forrest South, 111, s. 5
(1980). N&in ollen, jos ’H-digoksiinia lisdtt8isiin humaa-
niseerumiin, noin 70 - 80 % leimasta olisi odotettavissa
saannoksi suodoksessa. Kiyttden 10 normaalia humaaniseeru-
mindytettd, joihin lisattdisiin *H-digoksiinia, jonka jal-
keen seerumit sentrifugaalisuodatettiin ultrasuodattimen
1l4pi; havaittiin, ettd 15 - 25 % seerumin digoksiinista ei
ollut ldydettdvissd8 suodoksesta ja oli oletettavasti pro-
teiiniin sitoutuneena.

Kyseessd oleva keksinto koskee menetelmdd seerumin
kokonaisdigoksiinin m#drittadmiseksi. Keksinndn mukaiselle
menetelmdlle on tunnusomaista se, mitd vaatimuksessa 1
esitetddn. Keksinndn kohteena on myods kokonaisdigoksiini-
tasojen m#sritykseen kayttokelpoinen kitti, jolle on tun-

nusomaista se, mit#d vaatimuksessa 7 esitetddn. Keksinnodn



10

15

20

25

30

3 84106

mukaisessa menetelméssi kdytetdsn sentrifugaaliultrasuoda-
tuksen ja seerumin proteiineihin sidotun digoksiinin erot-
tavien aineiden yhdistelm#i. On havaittu lukuisan joukon
yhdisteitd joko yksin tai yhdistelm#ni erottavan proteii-
niin sidotun digoksiinin seerumin proteiineista. Esimerk-
kejd t8llaisista erottavista aineista ovat kinidiini, E-
vitamiini (a-tokoferoli), alemmat alkanolit ja C;-C,-ras-
vahapot, suositeltavampia ovat pitkdketjuiset tyydytetyt
ja tyydyttém&ttdmat rasvahapot. Tehokkaiden konsentraati-
oiden havaittiin olevan noin 2 - 50 mg 500 pl:aa seerumia
kohti rasvahapoilla seki a-tokoferolilla, 50 - 500 pg 500
pl:ssa seerumia kinidiinilli ja 3 - 100 mg alemmilla (tyy-
dytetty ja tyydyttdm#tén) alkanoleilla (C,-C,), kuten esi-
merkiksi isopropyylialkoholilla.

Tulokset, jotka saatiin kokeista, jotka kdsittivat
’H-digoksiini lisdyksen normaalihumaaniseerumiin, jota
seurasi erottavan aineen lis#ys ja sentrifugaalisuodatus,
on esitetty alla olevassa taulukossa 1.

Taulukko 1

Erottava aine mg lisdtty/500 pl 3H-digoksiinin
Seerumia saanto suodok-
sissa (%)
1. H,O 10 81
2. Arakidonihappo 10 104
3. Linoleenihappo 10 96
4. E-vitamiini 20 91
5. Kinidiini (200 pg) 87
6. Linolihappo 10 103
7. Oljyhappo 10 91
8. Isopropanoli 25 93

9. Linoleenihappo (16 mg)
ja isopropanoli (9 mg) 25 98
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Esimerkki

Erottavan aineen ja sentrifugaalisuodatuksen kayt-
t%3 on havainnollistettu esimerkilld k&ytt8en digoksiinin
fluoresenssipolarisaatiomdsritystd COBAS BlO -laitteella.

Reagenssit:

1. Vasta-ainereagenssi - 0,2 moolia TRIS (hydroksi-
metyyli)aminometaania/litra, pH 8,0 sisdltden kaniinin
antidigoksiiniseerumia, 0,01 % naudan gammaglobuliinia,
0,1 % natriumatsidia ja pinta-aktiivista ainetta.

2. Tunnistajareagenssi - 0,05 moolia TRIS (hydrok-
simetyyli)aminometaania/litra, pH 8,0, sisdltéden 0,01 %
naudan gammaglobuliinia, 0,1 % natriumatsidia ja pinta-
aktiivista ainetta.

3. Digoksiinia erottava aine - 67 % (t/t)linoleeni-
happoa isopropanolissa.

N4ita reagensseja voidaan valmistaa kittind, joka
k#asittds kutakin reagenssia pullon, jossa on sopiva maara
reagenssia useampia kokeita varten. Kitti saattaa sisaltaa
myds valinnaisesti yhden tai useamman mikropartitioultra-
suodattimen.

Madritys tehddsn seuraavalla tavalla:

a) 500 pl naytettd (seerumia, plasmaa, sylked tai
virtsaa) laitetaan Amicon Centrifree mikropartitiosuodat-
timeen (anisotrooppinen, hydrofiilinen YMT -ultrasuodatus-
kalvo).

b) 25 pl digoksiinia erottavaa ainetta lis&t&an ja
suodattimen sisdltdd sekoitetaan Vortex-sekoittimella tai
muutoin sekoittamalla.

c) Suodattimen pohjalle asennetaan talteenottoas-
tia, jonka jdlkeen yhdistelmd& suositellaan laitettavaksi
sentrifugiroottoriin, jossa on m88r&tty kulma (35° - 45°)
ja sentrifugoidaan 2000 x g 20 minuuttia.

d) Sentrifugoinnin j&lkeen suodatin ja talteenotto-
astia siirret&sn sentrifugista ja digoksiinikonsentraatio
mitataan fluoresenssipolarisaattiomenetelm&lld ultrasuo-
doksesta, joka sisdltda digoksiinin.

Esimerkki typpillisestd kalibrointik#dyrdsta esite-
tadn kuvassa 1.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi kokonaisdigoksiinitasojen ma&rittami-
seksi biologisesta nestendytteestd, tunnet tu sii-
td, ettd se kisittis digoksiini-proteiini-kompleksin ha-
jottamisen k&sittelemdlld mainittua ndyteliuosta tehok-
kaalla m&&rdll8 erottavaa ainetta, joka on valittu yhdesta
tai useammasta aineesta ryhm#sty, johon kuuluvat tyydyte-
tyt tai tyydyttdmdttémat C,-C,, -rasvahapot, C,,-alemmat
alkanolit, kinidiini ja a-tokoferoli siten, ettd aineet
vapauttavat sidotun digoksiinin seerumin proteiineista,
kdsitelty ndyteliuos ajetaan sentrifugiultrasuodattimen
1dpi siten, ettd digoksiinia sisidltava ndyteliuos selek-
tiivisesti kulkeutuu mainitun suodattimen l8pi, joka pi-
dattad mainitut seerumin proteiinit, ja digoksiinin kon-
sentraatio mddritetddn mainitusta n&yteliuoksesta fluore-
senssipolarisaatiomenetelmilli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnet tu siitd, ettd erottava aine on linoleeni-
happo.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd erottava aine on arakidoni-
happo.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd erottava aine on linolihappo.
5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd erottava aine on isopropyyli-

alkoholi.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd8, ettd erottava aine on isopropyyli-
alkoholin ja linoleenihapon seos.

7. Kitti, joka on k#dyttékelpoinen kokonaisdigok-
siinitasojen m#&rittdmiseen biologisesta nestendytteests,
tunnettu siitd, ettd se kidsittas pullon kutakin

seuraavista reagensseista, joiden m#irit ovat sellaiset,



10

15

20

- 25

6 84106

ettid ne mahdollistavat useampien md&ritysten tekemisen:

(1) antidigoksiinivasta-ainereagenssiliuos

(2) tunnistajareagenssiliuos ja

(3) digoksiinia erottavan aineen liuos, joka aine
on valittu yhdestd tai useammasta aineesta ryhmdstd, johon
kuuluvat tyydytetyt tai tyydyttymdttémat C,-C,,-rasvahapot,
C,.,~alemmat alkanolit, kinidiini ja a-tokoferoni.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen kitti, t un -
nettu siitd, ettd antidigoksiinivasta-aineena on ka-
niinin antidigoksiiniseerumi.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen kitti, t un -
nettu siitd, ettd digoksiinia erottavana aineena on
linoleenihapon seos isopropanolissa.

10. Patenttivaatimuksen 7 mukainen kitti, t un -
nettu siit3d, ettd tunnistajaliuoksena on fluoreseii-
nidigoksiinikonjugaatti.

11. Patenttivaatimuksen 7 mukainen kitti, t un -
nettu siita, ettd

(1) mainittuna antidigoksiinivasta-aineena on ka-
niinin antidigoksiiniseerumi;

(2) mainittu digoksiinia erottava aine on valittu
ryhméstd, johon kuuluvat linoleenihappo, arakidonihappo ja
linolihappo:

(3) digoksiinin tunnistajareagenssiliuoksena on

fluoreseiinidigoksiinikonjugaatti.
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Patentkrav

1. Fé6rfarande f6r bestdmning av totaldigoxinhalter-
na i ett biologiskt vatskeprov, k @& nne tecknat
didrav, att det omfattar sdnderdelning av digoxin-protein-
komplexet genom att behandla n&mnda provl&sning med en
effektiv mdngd av ett dissociationsmedel, som valts bland
ett eller flere &mnen ur gruppen som bestdr av m&ttade
eller omdttade C,-C,, -fettsyror, C,-C,- l&8gre alkanoler,
kinidin och a-tokoferol sd, att medlen frigér det bundna
digoxinet fran serumproteiner, den behandlade provldsnin-
gen f8rs genom ett centrifugalt ultrafilter sd, att prov-
18sningen som innehdller digoxin selektivt ga&r igenom
ndmnda filter, vilket hdller kvar serumproteinerna, och
digoxinkoncentrationen i ndmnda vatskeprov bestdms med ett
fluorescenspolarisationsfdrfarande.

2. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k @& nne -
tecknat darav, att dissociationsmedlet &r linolen-
syra.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k 8 nn e -
tecknat ddrav, att dissociationsmedlet &r arakidon-
syra.

4, F6brfarande enligt patentkravet 1, k @8 n n e -
tecknat dirav, att dissociationsmedlet 8r linolsy-
ra.

5. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n n e -
tecknat darav, att dissociationsmedlet &r isopro-
pylalkohol.

6. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n n e -
tecknat dirav, att dissociationsmedlet &r en bland-
ning av isopropylalkohol och linolensyra.

7. Kit som 8r anvdndbart vid bestdmning av total-
digoxinhalterna i ett biologiskt vdtskeprov, k @ nn e -
t ecknat darav, att det omfattar en flaska var av
fdljande reagens i méngder som gdr det mtjligt att utfdra
flere bestdmningar:
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(1) en reagensl®tsning av antidigoxin-antikroppar;

(2) en ldsning med identifikationsreagens; och

(3) en 1ldsning av ett digoxindissocierande medel,
som valts bland ett eller flere &mnen ur gruppen som bes-
tar av mdttade eller ométtade C,-C,, -fettsyror, C,-C,- ligre
alkanoler, kinidin och a-tokoferol.

8. Kit enligt patentkravet 7, k 4 nneteck -
n a t ddrav, att antidigoxin-antikropparna &r kanin anti-
digoxinserum.

9. Kit enligt patentkravet 7, k dnneteck -
n a t darav, att det digoxindissocierande medlet &r en
blandning av linolensyra i isopropanol.

10. Kit enligt patentkravet 7, k4 nneteck -
n at ddrav, att identifikationsl®&sningen &r ett fluores-
cein-digoxinkonjugat.

11. Kit enligt patentkravet 7, k8 nneteck -
n a t darav, att

(1) ndmnda antidigoxin-antikroppar &r kanin antidi-
goxinserum;

(2) n8mnda digoxindissocierande medel har valts
bland gruppen som bestdr av linolensyra, arakidonsyra och
linolsyra; och

(3) 1lo6sningen med identifikationsreagens &r ett

fluorescein-digoxinkonjugat.
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