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Tiivistelma - Sammandrag

Niytteissid esiintyvien analysoitavien ai-
neiden midritysmenetelmid, joihin liittyy
kultasoolin ja vaihtoehtoisesti entsyymin,
joka kykenee aikaansaamaan luonteznomaisen
reaktion, immobilisointi kiintedn faasin
pinnalle. Kultasoolin hiukkasten keskimdad-
rdinen partikkelikoko on alle 20 nanomet-
rid ainakin 75 paino-%:1la partikkeleista
ja sooli saatetaan muodostamaan uudentyyp-
pinen superaggregoitu kompleksi ainakin

vhden proteiinin kanssa.

Bestamningsforfaranden for analyter 1 pro-
ver, till vilka hor en immobilisering av
guldsol och alternativt en entsym, som far
tillstind en karakteristisk reaktion, pa
ytan av en fast fas. Minst 75 vikt-% av
guldsolets partiklar har en medeldiameter
under 20 nanometer, och solet f&s att for-
ma en ny typ av superaggregerat xomplex

4tminstone med ett protein.
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Testimenetelmd ja siihen tarkoitettu reagenssipakkaus

T&ma& keksintd 1liittyy menetelmd&&n analysoitavan
aineen kvalitatiiviseksi tai kvantitatiiviseksi m3dritt&d-
miseksi vesipitoisesta mediumista.

Analysoitavien aineiden havaitseminen ja/tai m&&-
rittdminen immuunimddritysmenetelmid kdyttden on hyvin
tunnettua, mik& koskee erityisesti proteiineja, kuten
antigeeneja tai vasta-aineita, sek&@ sokereita, lektiinejé&
ja nukleiinihappoja. Monet nykyddn kdytettdvdt menetelmidt
ovat erinomaisesta herkkyydestddn huolimatta kuitenkin
usein ty®laitd, koska niissd vaaditaan useita wvaiheita,
joista jokainen voi olla pitk&kestoinen. Joitakin n&disté
maarityksistd on kuitenkin pystytty yksinkertaistamaan
immobilisoimalla yksi m&adrityssysteemin komponenteista
kiinted&n tukimateriaaliin, koska ylimddrdisten reagens-
sien poistaminen on ndin helpompaa. N&diss& mddrityksissa
kdytetddn tavallisesti leimalla varustettua makromolekyy-
1i&, joka voi olla varsinainen analysoitava aine tai ana-
lysoitavan aineen sitoutumisessa toimiva toinen osapuoli
ja johon on liitetty sopiva merkkiaine, kuten radioaktii-
vinen isotooppi, fluorofori tai luonteenomaisen reaktion
aikaansaava entsyymi.

Yhdessd ehdotetussa yksinkertaistuksessa on kdytet-
ty ndkyvanad merkkiaineena toimivaa vdrillistd yhdistetta,
joka on kiinnitetty yhteen immuunimddrityksen reaktanteis-
ta. Kuitenkin vain hyvin harvat vdrilliset yhdisteet pys-
tyvdat saamaan aikaan riittdvd&n voimakkaan signaalin.
Akzona Inc. =-yhtidén US-patenttijulkaisussa 4 313 734 on
kuvattu muun muassa kolloidikullan k&ytts tdllaisena vé-
rillisend materiaalina ja t&ssd& mainitaan erityisesti,
ettd kultahiukkasten hiukkaskoon on oltava ainakin 5 nano-
metri& ja edullisesti 10 - 100 nm.

Patenttijulkaisussa W089/06 801 on kuvattu paran-

nettu immuunimddrityssysteemi, jossa ainakin 75 ¥ kulta-
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hiukkasista on keskil&pimitaltaan alle 5 nanometrid. Ta&mdn
oli mainittu nopeuttavan kultareagenssin reaktiota immobi-
lisoidun reaktantin kanssa sekd lisddvan varin voimakkuut-
ta. Olemme tdssid keksinndssd tehneet sen 16yddn, ettd va-
rin voimakkuutta voidaan edelleen lis&td sitten kun pa-
tenttijulkaisun WO89/06 801 mukaiset erittdin pienet kul-
tahiukkaset saatetaan uudella aggregointimenetelm&llsd muo-
dostamaan suurempia hiukkasia (superaggregoituja kulta-
proteiini-kolloideja). Superaggregoidut hiukkaset eroavat
huomattavasti immuunim&&rityksissd t&éhd&n mennessd kayte-
tyistd monoliittisista kultahiukkasista ja niillda on mah-
deollista analysoida yhdisteitd viel&kin pienemmissid pitoi-
suuksissa Kkuin ne huomattavan pienet pitoisuudet, jotka
patenttijulkaisun WOB9/06 801 mukaisilla jarjestelmill&d on
mahdollista saavuttaa.

Pienid kultahiukkasia on myts kdytetty merkkiainei-
na blottaussysteemissd& Janssen Pharmaceutica N.V. -yhtién
US-patenttijulkaisussa 4 775 636 kuvatulla tavalla. Tassi
el ole viitattu mitenkdan siihen, ettd hiukkaset olisivat
aggregoituja, vaan ettd ne ovat yksinkertaisesti sitoutu-
neet siihen komponenttiin, joka sillid halutaan visualisoi-
da.

Taman keksinndn mukaisesti tarjoamme kayttdodn tut-
kittavassa ndytteesséd olevan analysoitavan aineen kvalita-
tiivisen tai kvantitatiivisen m&&ritysmenetelmdn, jossa
leimalla varustettu reagenssi, joka kdsittda kultasoolin,
joka on sitoutuneena aineeseen, joka kykenee sitoutumaan
spesifisesti mainittuun analysoitavaan aineeseen tai t&m&n
spesifisessd sitoutumisessa toimivaan toiseen osapuoleen,
saatetaan immobilisoitumaan sitoutuneessa muodossa kiin-
tedn faasin pinnalle osoitukseksi analysoitavan aineen
esiintymisestd tai sen madrédstd ndytteessd, ja jolle mene-
telmdlle on ominaista, ettd leimalla varustettu reagenssi
kd&sittdd mainitun aineen tai tdmé&n spesifisessd sitoutumi-

sessa toimivan toisen osapuolen ja kultasoolin muodostaman
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superaggregoidun kompleksin, jossa ainakin 75 paino-%
kultasoolin sisdlté@mistd kultahiukkasista on keskilé&pi-
mitaltaan alle 20 nanometria.

Monentyyppisissd kiinteddn faasiin perustuvissa
miidrityksissd on edullista kytke&d analysocitavan aineen
analogi tai mainitun analysoitavan aineen spesifisessa
sitoutumisessa toimiva toinen osapuoli kiinte&an tuki-
materiaaliin sellaisen kiintedn faasin aikaansaamiseksi,
johon leimalla varustettu reagenssi saadaan immobilisoi-
tua. Edelld sanotun perusteella tarjoamme vield toisena
tdamdn Kkeksinndon kohteena kayttddn sellaisen menetelmdn
nestemdisessd ndytteessd olevan analysoitavan aineen
kvalitatiiviseksi tai kvantitatiiviseksi m&&ritté&miseksi,
jossa mainittu ndyte saatetaan kosketukseen vesipitoisessa
madritysmediumissa (i) kiinte&n tukimateriaalin pinnalle
immobilisoidun analysoitavan aineen analogin tai mainitun
analysoitavan aineen spesifisesss& sitoutumisessa toimivan
toisen osapuolen ja (ii) sellaisen leimalla varustetun
reagenssin kanssa, Jjoka k&sittda kultasoolin, joka on
kiinnitetty molekyyliin, joka kykenee spesifisesti sito-
maan mainitun analysoitavan aineen tai t8mdn spesifisesssd
sitoutumisessa toimivan toisen osapuolen, ja vaihtoehtoi-
sesti entsyymin, joka kykenee saamaan aikaan luonteenomai-
sen reaktion, minkd avulla tietty md&rad mainittua leimalla
varustettua reagenssia saatetaan immobilisoitumaan maini-
tulle tukimateriaalille, jonka v&ri& tai substraatilleen
altistetun entsyymin muodostamaa vdri&d tarkastelemalla tai
tdstd tehtdvalld mddritykselld osoitetaan mainitun analy-
soitavan aineen esiintyminen tai sen m&adrd ndytteessd, ja
tdssd menetelmidssd leimalla varustettu reagenssi kédsittaa
superaggregoidun kompleksin, joka muodostuu mainitusta
aineesta tai tdm&n spesifisessd sitoutumisessa toimivasta
toisesta osapuolesta ja vaihtoehtoisesti mainitusta ent-

syymistd sekd kultasoolista, jossa v&hint&ddn 75 paino-%
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kultasoolin kultahiukkasista on keskildpimitaltaan alle
20 nanometrid.

Kiinte& faasi, jolle leimalla varustettu reagenssi
saatetaan immobilisoitumaan, voi vaihtoehtoisesti olla
inertti, ja se voi immobilisoida leimalla varustetun rea-
genssin sitoutuneen mnmuodon estdmdlld wviimeksimainitun
poispddsyn kiinte&dstd faasista fysikaalisesti esimerkiksi
siten, ettei kiinte& faasi p&dstd leimalla varustetun rea-
genssin sitoutunutta muotoa kulkeutumaan huokostensa lé&pi,
mutta pddstdd sitoutumattoman leimalla varustetun reagens-
sin kulkeutumaan n&diden huckosten l&pi.

Termi "analysoitavan aineen analogi" tarkoittaa
tdssd keksinndssd mitd tahansa molekyylityyppid, joka ky-
kenee sitoutumaan spesifisesti md&dritettdvadnd olevan ana-
lysoitavan aineen spesifisesssid sitoutumisessa toimivaan
toiseen osapuoleen ja termi kattaa siten vield uuden erdn
kyseistd analysoitavaa ainetta.

Hiukkasen, jonka ei v&lttdm&ttd tarvitse olla tay-
sin pydred, keskildpimitta on hiukkasen suurimmasta ja
pienimmdstd ldpimitasta laskettu keskiarvo. Superaggregoi-
dun kompleksin muodostavista kultahiukkasista on edulli-
sesti vdhint&d&n 75 paino-% keskil&dpimitaltaan alle 5 nm ja
erityisen edullisesti t&m&n rajan alittaa vihintd&n 80 $
kultahiukkasista. Sopiva hiukkasten keskil&dpimitan alaraja
on 1 nm. Ka&yttokelpoisiksi ovat osoittautuneet tietyt val-
mistuserdt Jansson Life Sciences Products ~-yhtién histolo-
gisessa virjdyksessd kaytettavaksi myymdstsd Colloidal Gold
Sol G5 -tuotteesta. Yhdessd tietyssd valmistuseridssd 85 %
hiukkasista oli l&pimitaltaan alle 5 nm keskildpimitan
ollessa 4,5 nm ja Gaussin jakauman asettuessa v&lille
1,1 - 7,6 nm. Tunnettuja menetelmid hiukan muuttamalla
voidaan myds k&tevidsti valmistaa keskildpimitaltaan v&lil-
la 2 - 4 nm olevia kultasooleja, esimerkiksi muuttamalla
tanniinihapon konsentraatiota Slotin ja Geuzen menetelmds-
sa (Eur. J. Cell. Biol. 38 (1985) 87 - 93). Olemme havain-
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neet, ettéd Kkeskildpimitaltaan wvalilla 4 - 4,5 nm olevat
hiukkaset ovat edullisia.

Superaggregoituja komplekseja voidaan muodostaa
kultasoolista ja leimalla wvarustettavaksi tarkoitetusta
reagenssista (proteiinista) sekoittamalla liuokseen halut-
tu mdarad kumpaakin, saatamalld pH arvoon 1 - 5, edullises-
ti arvoon 3 - 4 ja edullisemmin arvoon 3,5, lisdamalléd
gsiihen sellainen maara happoa, esimerkiksi etikkahappoa,
ettd lopulliseksi konsentraatioksi tulee noin 10 mmol/1,
ja kerdamalld n&in muodostuneet makroskooppiset aggregaa-
tit talteen kayttamalla suodatusta ja sen yhteydessa pesua
tai vaihtoehtoisesti sentrifugoimalla ja uudelleensuspen-
doimalla useita kertoja perdkka&in. Makroskooppiset aggre-
gaatit suspendoidaan uudelleen vaihtoehtoista ultradanika-
sittely&d kayttden neutraalissa pH:ssa olevaan liuckseen,
joka sis&lt&d esimerkiksi 2 paino-% naudan seerumin albu-
miinia (BSA). Makroskooppisten aggregaattien yllattavan
nopean haviamisen jalkeen syntyy stabiilien superaggregoi-
tujen kulta-proteiini-kompleksien muodostama suspensio.

Superaggregoituja komplekseja voidaan myds muodos-
taa joidenkin proteiinien kanssa neutraalissa pH:ssa
edellyttéden, ettd kolloideilla on proteiineihin mnahden
mooliylim&aréd ja ettd kaytetyssa proteiinissa on kaytetys-
884 todellisessa pH:ssa tietty méara (>2) positiivisesti
varautuneita ryhmi&. Parhaat tulokset saadaan kuitenkin
tavallisesti happamassa pH:ssa.

Taman keksinndn mukaisissa menetelmissé kaytettyjen
superaggregoitujen kompleksien tarkoituksenmukainen koko
on 50 - 5 000 nm, edullisesti 50 - 500 nm ja edullisimmin
100 - 200 nm. Kultasoolihiukkasten madaré& kompleksia kohti
maardytyy luonnollisesti hiukkasten koon ja kompleksin
koon mukaan, mutta téstd voidaan esittdd esimerkki, jossa
5 nm hiukkaset ovat 10 nm etdisyydelld toisistaan niiden
valiin j&&vien proteiinien erottamina. Tallaisissa olosuh-

teissa 50 nm kompleksi sisdltd& noin 15 hiukkasta ja
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5 000 nm kompleksi noin 20 miljoonaa hiukkasta. 200 nm
kompleksin havaittiin sisdltdvadan noin 1 000 hiukkasta,
mikd on yhdenmukainen sen tosiseikan suhteen, ett& hiukka-
set ovat 10 nm pdéssd toisistaan.

Edelld kuvatuilla menetelmilld& aikaansaatavissa
olevat superaggregoidut kultakompleksit ja niiden valmis-
tusmenetelmdt ovat uusia ja ne muodostavat sellaisenaan
vield yhden t&mé&n keksinndn kohteen.

Tavanomainen tapa, joka muodostaa jyrk&n vastakoh-
dan edelld kuvatuille menetelmille, proteiinin ja kullan
konjugoimiseksi on siirtd4 proteiini pienen suolapitoisuu-
den sisdltdvaan liuokseen, jonka pH on ldhelléd proteiinin
pl-arvoa. Suositeltu pH-arvo on tavallisesti yhden yksikon
pI-arvon yldpuolella. Tadllaisessa tilanteessa proteiinissa
on pienin mahdollinen m&d&dr&d positiivisesti wvarautuneita
kemiallisia ryhmi&d. Kun t&m& liuos sekoitetaan yhteen kul-
takolloidien kanssa, joiden pintaosiin arvellaan paikal-
listuvan runsaasti elektroneja, niin proteiinin ja kolloi-
din vdlille muodostuu vain muutama sidos. Té&ssd tilantees-
sa monista proteiineista muodostuvien yksikéiden ja kol-
loidien véliset sillat j&&dv&t muodostumatta ja kolloidit
pysyvadt liuoksessa yksittdisind proteiinimolekyylien peit-
tdmind hiukkasina.

Proteiiniliuoksen pH:ta alennettaessa kunkin pro-
teiinimolekyylin sis&lté&mien positiivisesti wvarautuneiden
ryhmien maddrd lisd&ntyy. Niinpad proteiinin ja kolloidin
vdlisten mahdollisten ionisidosten ma&édr& kasvaa, mikd joh-
taa useiden siltojen muodostumiseen sekd makroskooppisten
aggregaattien muodostumiseen. T&td pidetadadn normaalisti
erittdin epdsuotuisana tilanteena, jota tulisi valttaa.
Tassd keksinndssd tatd ilmiodtd kuitenkin kaytetd&dn hyvak-
si. Proteiinia edelleen lis&dttdessd makroskooppiset aggre-
gaatit yllattéden liukenevat ja muodostavat liuoksen, joka
koostuu tasakokoisista, proteiinin ja kultakolloidien muo-

dostamista superaggregaateista. Koska kolloidien v&alissa
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on proteiinimolekyylejd, arvelemme pinta-alan Kkussakin
superaggregaatissa kasvaneen huomattavasti. Koska metalli-
kolloidien muodostaman v&rin arvellaan olevan kolloidien
pinta-alaan iiittyvd fysikaalinen ilmid, aiheutuu signaa-
lin massiivinen lisddntyminen todenndkéisesti kunkin su-
peraggregaattikompleksin pinta-alan vastaavasta massiivi-
sesta lisd&ntymisesta.

Tdlld keksinndlla aikaansaatavia parannuksia kuvaa-
vaa on se, ettd se varinvoimakkuus, joka saadaan k&yttéen
kiinte&n tukimateriaalin pinnalle immobilisoituja ja ana-
lysoitavaa ainetta wvastaavaa toista sitoutumisosapuolta
sis&ltavid superaggregoituja komplekseja, voi tietyn kay-
tetyn jé&rjestelmé&n mukaan olla 5 - 30 kertaa suurempi Kuin
vari, joka havaitaan k&aytettdessd8 patenttijulkaisun
W089,/06 801 mukaista 4 nm kulta-vasta-aine-kompleksia.

On mahdollista muodostaa superaggregoituja kulta-
komplekseja, jotka sisdltdvat kahden- tai useammantyyppi-
si8@ proteiinimolekyylejd, mist& saadaan siten Lkayttddn
useita vaihtoehtoja té&mdn keksinndn mukaisten md&ritysme-
netelmien joustavuuden ja herkkyyden lis&dmiseksi. Yksi
mahdollisuus on aggregoida analysoitavaan aineeseen sitou-
tumaan kykenevd yhdiste (tai t&td& vastaava spesifisessa
sitoutumisessa toimiva toinen osapuoli) ja luonteenomaisen
reaktion aikaansaamiseen kykenevd entsyymi superaggregoi-
duksi kompleksiksi. T&m& antaa mahdollisuuden mddrittaa
analysoitavan aineen esiintyminen tai sen m&&r& tarkaste-
lemalla kultasoolin vdrid tai madrittamdlld se ja/tai al-
tistamalla entsyymi substraatille ja tarkastelemalla ent-
syymin aikaansaamaa viariid tai madrittadmdlla se. Silloin
kun kultasoolin véari on m8&ritettédvissd olevaa havaitse-
misrajaa heikompi, voi entsyymi saada aikaan havaittavissa
olevan v&rin inkuboitaessa sitd pitk&hkdn aikaa sopivan
substraatin kanssa. Esimerkkeja tdllaisista entsyymeistéd
ovat alkalinen fosfataasi ja peroksidaasit, kuten pipar-

juuriperoksidaasi. On huomattava, ettd silloin, kun kulta-
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soolin vari on analysoitavan aineen md&&ritt&miseksi ha-
vaittavan rajan alapuolella, niin kultasoolisuperaggre-
gaatti toimii erityisen lievé&nd proteiinien védlisen sil-
loittumisen muotona, jolla on etuja tietyissd@ olosuhteissa
tavanomaiseen kovalenttiseen silloittumiseen verrattuna.

Vaihtoehtoisesti voidaan muodcstaa superaggregaat-
ti, joka sis&lt&& kaksi erilaisiin kohdemolekyyleihin si-
toutumaan kykenevdad yhdistettd, esimerkiksi toisaalta ana-
lysoitavaa ainetta vastaan suunnatun vasta-aineen (Abl) ja
toisaalta eri antigeenid wvastaan suunnatun vasta-aineen
(Ab2). Sitten kun kompleksi on sitoutunut analysoitavaan
aineeseen Abl:n vdlityksell&d, joka puolestaan on sitoutu-
nut suoraan tai epdsuorasti kiinteddan tukimateriaaliin,
niin ta@mé&n kokonaisuuden saattaminen sitten toisen super-
aggregoidun kompleksin yhteyteen, joka sis&ltdd vasta-ai-
netta Ab2 vastaavan antigeenin (AgZ2), saa aikaan toisten
kompleksien kerdytymisen ryhmé&ksi ensimmdisen ympédrille
sekd@ kultasoolin varin kokonaism&dridn lisd&8&ntymisen. Ta-
pahtumasarjaa voitaisiin haluttaessa jatkaa vield uusina
vaiheina, esimerkiksi toinen kompleksi voisi sisaltdd kak-
si antigeenia Ag2 ja Ag3, joista viimeksi mainittu toimisi
kiinnittymiskohtana vield yhdelle kompleksille, joka si-
sdltaa tata vastaan suunnatun vasta-aineen (Ab3).

Tdllaisessa amplifikaatiosysteemissd voidaan luon-
nollisesti odottaa k&ytettdvédn muita reseptori-ligandi-pa-
reja, kuten (strept)avidiini-biotiini, entsyymit ja ent-
syymi-inhibiittorit, 1lektiinit ja glyvkoproteiinit, pro-
teiini A ja immunoglobuliinit ja niin edelleen.

Tamd8 systeemi voidaan myds saattaa muodostamaan
kasvavia aggregaattikomplekseja 1lisd8m8lld samanaikaisesti
kahta hybridiaggregaattia, joista toinen voi sitoutua ana-
lysoitavan aineen immobilisoituun reseptoriin ja jotka
kumpikin erikseen sisdltavat useita reagoivia ryhmia, joi-
ta on ainakin kahta eri tyyppi&, joista toinen reagoi toi-

sen aggregaatin kanssa. Lopputulokseksi muodostuu aggre-
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gaattiverkosto, Jjoka muodostuminen voi olla annoksesta
riippuvainen, mikali materiaali lisatdan immobilisoidun
analysoitavan aineen sisaltévaadn lapivirtaussysteemiin.

Kultakolloidit, jotka on aggregoitu analysoitavan
aineen antigeenin kanssa reagoivalla vasta-aineella, voi-
vat agglutinoitua analysoitavaa ainetta lisdttaess&. Tama
reaktio saattaa olla hidas. Amplifiocituminen voidaan saada
aikaan muodostamalla ensimmdinen hybridiaggregaatti, joka
perustuu kultakolloideihin ja analysoitavan aineen anti-
geenia Agl vastaan reagoivaan ensimméiseen vasta-aineeseen
Abl ja toiseen vasta-aineeseen Ab2. T&han lisatéan toista
aggregaattia, joka sis&dlt&& useita Ab2:n kanssa reagoivia
Ag2-antigeenej&, jolloin agglutinaatioreaktio nopeutuu.

Taman keksinnén mukaisia menetelmid voidaan sovel-
taa mihin tahansa kiinte&an faasiin perustuvaan jarjes-
telmidn analysoitavien aineiden havaitsemiseksi tai maa-
rittamiseksi. Seuraavantyyppiset mddritykset ovat tyypil-
lisiéa:

1. Sandwich-maaritys, jossa komponentti A on kyt-
ketty kiinteddn tukimateriaaliin. T&h&n lis&t&&n analysoi-
tavaa ainetta B sisiltavaa tutkittavaa liuosta, jolloin B
sitoutuu A:han. Lis&t&in kultaleimalla varustettua kompo-
nenttia C ja koska C sitoutuu B:hen, niin kolloidikulta
immobilisoituu ja varjaa kiinted&n tukimateriaalin.

Kukin komponenteista A, B ja C on reseptori-ligan-
di-tyyppeja, joissa sekd A ettd C kykenevat vuorovaikutuk-
seen B:n kanssa, kun taas A ja C eivat sitoudu suoraan
toisiinsa.

2. Kohdan 1 mukainen sandwich-mddritys, lukuunotta-
matta sit&, ettd analysoitavaa ainetta B sis&ltava tutkit-
tava liuos ja kultaleimalla varustettu komponentti C se-
koitetaan keskendin ja seos lisatdan kiintealle tukimate-
riaalille, johon komponentti A on kytketty.

3. Kompetetiivinen mi&ritys, jossa komponentti A on

kytketty kiinted&n tukimateriaaliin. Analysoitavaa ainetta
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B sisidltavd&dr tutkittavaan liuockseen sekoitetaan tunnettu
madrd kultaleimalla varustettua analysoitavaa ainetta B ja
seos lis&dtddn kiintedlle tukimateriaalille. B ja kultalei-
malla varustettu B Kkilpailevat sitoutumisesta A:han ja
kolloidikullan v&drin heikkeneminen kiinte&n tukimateriaa-
lin pinnalla osoittaa analysoitavan aineen B mdidrien suu-
renemista tutkittavassa liuoksessa.

4. Muutoin kohdan 3 mukainen kompetitiivinen miasri-
tys mutta tutkittava liuos ja kultaleimalla varustettu B
lisdtd&dn pergkkdain.

5. Ylim&&rin komponenttia A on varustettu kolloidi-
kultaleimalla ja sekoitettu tutkittavaan liuokseen, joka
sisdltdd tuntemattoman ma&&rdn analysoitavaa ainetta B.
Taman jadlkeen A ja B sitoutuvat toisiinsa. Liuos lis&t&an
huockoisen tukimateriaalin pinnalle, jolle komponentti B on
immobilisoitu. J&ljelle j&&ava sitoutumaton leimalla varus-
tettu A kytkeytyy kiinte&dllad tukimateriaalilla olevaan
immobiliscituun B:hen.

6. Analysoitava aine B saatetsan reagoimaan kulta-
leimalla varustetun komponentin C kanssa, vaihtoehtoisesti
vhdess& yhden tai useamman muun analysocitavan aineen B
sitoutumisessa toimivan sitoutumisosapuolen kanssa, yhdis-
telmdaggregaatin muodostamiseksi. Reaktioseos diffundoi-
daan sellaisen inertin suodatinv&liaineen l&pi, jonka huo-
koset ovat 1liian pieni& p&astadkseen yhteisaggregaatin
kulkeutumaan lavitseen, mutta tarpeeksi suuria pd&dstasdk-
seen ylimddradisen kultaleimalla varustetun komponentin C
kulkeutumaan l&vitseen.

Kiinte& faasi tai tukimateriasali, jonka pinnalle
leimalla varustettu reagenssi saatetaan immobilisoitumaan,
voi olla useassa eri muodossa, joista kuvaavia esimerkkejé
ovat:

- Muovitikku, joka on vaihtoehtoisesti pddllystetty

mistd tahansa huokoisesta materiaalista valmistetuilla
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tyynyilld. Tikku voidaan kastaa reaktioliuoksiin madrityk-
sen eri vaiheiden suorittamiseksi.

- Koeputken sein&md, mikrotiitterilevyn kuoppa tai
minkd tahansa muun sopivan reaktiockammion seinamd.

- Huokoinen materiaali, jollaiseksi soveltuu memb-
raani, jossa reaktioliuosten diffuusio voi tapahtua sen
ldpi poikittaissuunnassa tai diffuusio voi olla lateraa-
lista. Mik&1lji kyseessd on suodatusperiaatteen kayttd, on
edullista, ettd ndmid materiaalit p&&stévat ylimddrdiset
reagenssit ldvitseen, ja niihin voidaan tarkoituksenmukai-
sella tavalla yhdist&sa t#dllaisia ylim8&r&disid nesteita
absorboivaa materiaalia.

- Rakeet (mikropalloset mukaan lukien), jotka voi-
daan eristaid sentrifugoimalla, suodattamalla tai, mikali
rakeet sisaltivat ferromagneettisia yhdisteit&d, magneetin
avulla.

M&d&ritettdvan analysoitavan aineen analogi tai ana-
lysoitavan aineen spesifisessd sitoutumisessa toimiva toi-
nen osapuoli voidaan kytked tukimateriaaliin kovalentti-
sesti, s&ahkdstaattisesti tai hydrofobisesti tai n&iden
muotojen yhdistelm&llsd. N&md menetelm&t ovat t&élld alalla
vakiintuneita menetelmii.

Taman keksinndn mukaista menetelmédd voidaan kayttaa
monien erilaisten analysoitavien aineiden havaitsemiseen
tai maarittamiseen, joita aineita ovat esimerkiksi seuraa-
vat ligandi-reseptori-parit: antigeeni/vasta-aine,
hapteeni/vasta-aine, hormoni/hormonin reseptori, soke-
ri/lektiini, biotiini/avidiini- (streptavidiini), pro-
teiini A/immuoglobuliini, entsyymi/entsyymin kofaktori,
entsyymi/entsyymin inhibiittori ja nukleiinihappoparit
(DNA-DNA, DNA-RNA tai RNA-DNA). Ainakin toinen tallaisista
reaktion osapuolista voidaan kytked tai kompleksoida toi-
siin molekyyleihin. Niinp& biotiini tai avidiini tai monet
erilaiset vasta-aineet voidaan kytked toisiin molekyylei-

hin viimeksi mainittujen m&&ritt&miseksi. Spesifinen
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nukleiinihappokoetin voidaan esimerkiksi varustaa leimalla
liittédm&8ll& siihen biotinyloituja nukleosiditrifosfaatte-
ja. Analysoitavaan DNA:han tai RNA:han sitouduttuaan t&l-
lainen koetin voidaan havaita tai ma&rittdad k&yttamilla
kultasoolileimalla varustettua avidiinia tai streptavidii-
nia.

Yleensd silloin, kun analysoitava aine kuuluu ylla
lueteltujen joukkoon, niin t@mé&n keksinnén mukaisessa me-
netelméssd kdytettavd sitoutuva osapucli on parin toinen
komponentti. Sandwich-systeemeissd, joissa analysoitava
aine sitoutuu sekd immobiliscituun sitoutumisosapuoleen
ettd kultasoolileimalla varustettuun sitoutumisosapuoleen,
voivat sitoutumiscsapuclet olla joko samanlaisia tai eri-
laisia. Kukin sitoutumisosapuoli on edullisesti analysoi-
tavan aineen erilaisia, toisistaan selvidsti erill3sdn si-
jaitsevia determinantteja vastaan suurnattu vasta-ainerea-
genssi.

On selvdd, ettdé termiin "vasta-aine" kuuluu téssi
keksinntssa

(a) mika tahansa immunoglobuliinien useista eri
luokista tai alaluokista, esimerkiksi IgG ja IgM, jotka
ovat perdisin mist& tahansa tavancmaisesti Kkaytetystéa
eldimesta;

(b) monoklonaaliset vasta-aineet; ja

(c) sellaiset monoklonaalisten tai polyklonaalisten
vasta-aineiden fragmentit, joissa vasta-aineeseen sitoutu-
va kohta on cdilynyt, toisin sanottuna fragmentit, joista
puuttuu Fc-osa (eli Fab, Fab', F(ab')),) tai niin sanotut
"puolimolekyyli"-fragmentit, jotka on saatu aikaan pilkko-
malla pelkistdvissd olosuhteissa ehj&én vasta-aineen ras-
kaan ketjun komponentteja toisiinsa kiinnittdvat disulfi-
disidokset.

Seuraavaksi on esitetty epédtdydellinen luettelo
niistd immunogeenityypeistd, joita wvoidaan havaita tai

kvantitoida t&midn keksinndn mukaisen menetelman avulla.
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proteiinit
nukleoproteiinit
seerumin proteiinit
hyytymistekijat
virustuotteet
sienten tuotteet
albumiini
bradykiniini
karsinoembryonaa-
linen antigeeni
korionmammotropiini
kortiokotropiini
hyytymistekija VIII
alfa-2-H-globuliini
follitropiini
gagtriini

glukagoni
haptoglobiini
immunoglobuliinit
(A,D,E,G,M)
insuliini
kallidiini
melanotropiini
oksitosiini

istukan somato-
mammotropiini
proangiotensiini
somatotropiini
sekretiini
somatostatiini
tymopoietiini

vasopressiini

alfa-1-fetoproteiini

13 106984

glykoproteiinit
peptidihormonit
komplementin proteiinit
mikrobisidiset tuotteet
bakteerituotteet
spesifiset immunogeenit
angiotensiini
kalsitoniini
kreatiniinikinaasin
isoentsyymit
koriongonadotropiini
erytropoietiini
fibrinogeeni

fibriinin hajoamis-
tuotteet
gastriinisulfaatti
gonadotropiini
hepatiitti-B:n pinta-
antigeeni

ihmisen C-reaktiivinen
proteiini

lipotropiini
myoglobiini
pankreotsymiini
paratryiini

prolaktiini

relaksiini
somatomediini
tyrotropiini

vasotosiini

alfa-2-H-globuliini

Taman keksinndn mukaisella menetelmdlld suoritetta-

vaa maaritystd varten erityisen mielenkiintoisia analysoi-
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tavia aineita ovat veren proteiinit, kuten fibriinin ha-
joamistuotteet, esimerkiksi D,, jotka sitoutuvat immunoglo-
buliineihin, kuten IgG:hen; ihmisen C-reaktiivinen pro-
teiini; kreatiniinikinaasin isoentsyymit; ja myoglobiini.

Analysoitava aineen liuocsta voldaan k&yttda suoraan
tai se voidaan laimentaa esimerkiks: sopivalla puskuri-
liuoksella. Kultasooclivalmiste voidaan myds valmistaa
vaihtelevansuuruisina laimennoksina tarkoituksenmukaista
puskuriliuosta kéyttéen, jolloin laimennokset valitaan
siten, ettd maarityksen kaikkien vaiheiden jalkeen saadaan
haluttu varinvoimakkuus (tolsin sanottuna absorbanssi tai
heijastus) . Taustan varin vahentamiseksi voi olla haluttua
pesté& tukimateriaali ennen maaritystéa esimerkiksi puskuri-
liucksella ylim&&rdisten reagenssien poistamiseksi.

Milloin mé&&ritys perustuu immobilisoidun tukimate-
riaalin pintaan jaaneen kultasoolin kokonaismadraan, voi-
daan vari arvioida reflektometrid, densitometrid tail muuta
t&dm&n tyyppistd laitetta kayttéen.

Toisen maarityksessa olevan sitoutumisosapuolen tai
analysoitavan aineen analogin immobilisointiin kaytetty
tukimateriaali voi olla esimerkiksi nitroselluloosaa, pa-
peria tal reagenssien, kuten syaanibromidin, avulla akti-
voitua selluloosa-asetaattia tai nailonia, joka on modifi-
oitu tertiaarisia aminoryhmid lisdam&alld. T&llaisia tuki-
materiaaleja kéaytetaan kayttdtarkoizuksiinsa huokoisten
membraanien muodossa.

Taman keksinndén mukaisessa erityisen edullisessa
menetelmassa inertti tukimateriaali on membraani, esimer-
kiksi nailonmembraani, kuten Hybond N (tatd pitédad kaupan
yhtid Amersham International), joka adsorboi helposti pro-
teiineja Jja jonka huokoset kykeneva: paastaman nestettd
lavitseen. Membraanin toiselle puclelle asetetaan edulli-
sesti absorboiva tyyny, kuten selluloosasta valmistettu
imupaperi, ja tyynyn pdalle asetetaan nestettd lapaisema-

tén ja edullisesti valkoinen liuska. Membraanin toiselle
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puolelle asetetaan samanlainen nestettd l&pdisem&atdn lius-
ka ja t&han liuskaan on tehty esimerkiksi noin 3,5 mm suu-
ruinen reikd, jonka kautta analysoitavaa ainetta sisdltava
liuos ja mairitysnesteet voidaan lis&td membraanille. En-
sin membraani aktivoidaan lis&d&m&lls pieni erd, esimerkik-
si noin 2 pl, vesipitoista liuosta, joka sisdlt&é tunnetun
masdridn analysoitavan aineen toista sitoutumisosapuolta,
jonka jalkeen se kuivataan esimerkiksi jatt&mdlla se kui-
vumaan huoneenlampdén. Tdmén jdlkeen membraanille lis&tadan
tunnetun suuruinen m&d&ari, esimerkiksi noin 25 pl, analy-
soitavaa ainetta sis#dltdvaid vesipitoista liuosta ja sen
annetaan kulkeutua t&m&n ldpi alla olevaan absorboivaan
tyynyyn. T&mdn jalkeen membraanille lisadtaan esimerkiksi
25 pl vesipitoista liuosta, joka sisdltaa tunnetun mdaran
kolloidikultasoolihiukkasia, jotka on varustettu analysoi-
tavan aineen sitoutumisessa toimivasta toisesta osapuoles-
ta, joka voi olla sama tai eri aine kuin membraanille en-
sin lis&dtty aine, muodostuvalla leimalla, ja té&mé&n anne-
taan kulkeutua membraanin 1l&8pi.

Membraanille voidaan lis&td vaihtoehtoisesti pieni
erd vettd tai puskuria, jotta kultasoolireagenssi saatai-
siin huuhdeltua t&man l&pi ja tausta siten varjdytymaan
mahdollisimman vdhan. Membraanille immobilisoituneen kul-
tasoolin ma&rd maaritetdsn sitten reflektometrilld tai
paljaalla silm&lls variasteikkoon vertaamalla.

Edelli esitetyssid kayttomenetelmdssd (6) membraani
voi olla halutun huokoisuuden omaavaa liuskamateriaalia,
joka voi olla inertti&, koska sen ainoana tehtdvédna on
toimia suodattimena. Analysoitavan aineen aggregoitumista
komponentin C kanssa voidaan tehostaa lis&amalla kaksi tai
useampi erilaista analysoitavan aineen sitoutumisessa toi-
mivaa osapuolta, jotta saadaan aikaan sen tyyppinen sil-
loittuminen, joka johtaa suurempien aggregaattien muodos-
tumiseen. Komponentti C voi vaihtoehtoisesti kdsitt&da ana-

lysoitavan aineen sitoutumisosapuolen immobilisoituna ra-
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keisiin, esimerkiksi monodispersseihin rakeisiin, kuten
Dynosphere-rakeisiin (Dynal A/S, Oslo, Norja).

Tam8 keksintd sisdltdsd myds tdmdn keksinndén mukai-
sen menetelmén suorittamiseen tarvittavat testipakkaukset,
jotka k&sittavat (a) kiintedn faasin, jonka pinnalle lei-
malla varustettu reagenssi saatetaan immobilisoitumaan
osoitukseksi analysoitavan aineen esiintymisestd tai maa-
rastd naytteestd ja (b) leimalla varustetun reagenssin,
jolle on tunnusomaista, ettd& leimalla varustettu reagenssi
kdsittdd superaggregoidun kompleksin, joka muodostuu ai-
neesta, joka kykenee spesifisesti sitoutumaan mainittuun
analysoitavaan aineeseen tai tdmén spesifisessid sitoutumi-
sessa toimivaan toiseen osapuoleen, ja kultasoolista, jos-
sa ainakin 75 paino-% kultasoolin kultahiukkasista on kes-~
kil&pimitaltaan alle 20 nanometri&d. Testipakkauksen edul-
linen muoto ké&sittdaad (a) kiinte&n tukimateriaalin analy-
soitavan aineen analogin tai analysoitavan aineen spesi-
fisesssd sitoutumisessa toimivan toisen osapuolen tai ana-
lysoitavan aineen ja yhden tai useamman muun reagenssin
muodostaman kompleksin immobilisoimiseksi, (b) mainitun
analysoitavan aineen analogin tai sitoutumisessa toimivan
toisen osapuolen ja (c) reagenssin, joka k&sittaa super-
aggregoidun kompleksin, joka muodostuu molekyylistd, joka
kykenee sitoutumaan spesifisesti analysoitavaan aineeseen
tai tamdn spesifisessd sitoutumisessa toimivaan toiseen
osapuoleen, ja kultasoolista, jossa ainakin 75 % kulta-
soolin hiukkasista on keskildpimitaltaan alle 20 nano-
metrid. Kun superaggregoituun kompleksiin liitet&#&n ent-
syymi, joka kykenee saamaan aikaan luonteenomaisen reak-
tion, niin testipakkaukseen voidaan liittdd my®s pakkaus,
josta saadaan kayttoon entsyymin substraatti.

Testipakkauksen sisdltédmd kiinted faasi voi vaihto-
ehtoisesti olla analysoitavan aineen kanssa kosketukseen
saatettavaksi kelpaava kayttévalmis kiinted tukimateriaa-

1i, missd on k&ytetty analysoitavan aineen analogin tai
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analysoitavan aineen spesifisessa sitoutumisessa toimivan
toisen osapuclen kytkemistd tukimateriaaliin etukateen.
Joissakin mé&rityksissad té&llainen reagenssipakkaus voi
sisiltad vakiomiddrin analysoitavaa ainetta, vakiomaaran
taman spesifisessd sitoutumisessa toimivaa toista osapuol-
ta ja kultasoolireagenssin. Vakiomd&rat analysoitavaa ai-
netta tai spesifisesss& sitoutumisessa toimivaa toista
osapuolta tai reagenssia voivat olla vesipitoisina liuok-
sina tai ne ovat tavallisemmin lyofilisoituja valmisteita,
jotka on tehty liuotettaviksi juuri ennen kayttda. Yhdessa
maaritysmuodossa kiinted tukimateriaali voi olla inertti
huokoinen membraani, jonka teht&véna on pit&ad analysoita-
van aineen ja sitoutumisessa toimivan toisen osapuolen
muodostama kompleksi aggregoituneessa muodossa, mutta mah-
dollistaa kultasoolireagenssin diffusoituminen menetelman
6 mukaisesti. T4llaisessa systeemiss& analysoitavaa ainet-
ta sisaltavan kompleksin kokoa voidaan suurentaa kaytta-
malla mainittua sitoutumisessa toimivaa toista osapuolta
tai analysoitavaa ainetta suhteellisen suuriin hiukkasiin,
esimerkiksi edelld mainittuihin Dynosphere-hiukkasiin,
kiinnitettyna.

Vaikka tassi tarkastelussa ja seuraavissa esimer-
keissa paadhuomio on kiinnitetty reseptori-ligandi-maari-
tyksiin, niin on selvda, ettd uusilla superaggregoiduilla
komplekseilla on hyvin monia erilaisia muita kayttdémuotoja
aloilla, joilla kultakolloideille on 1léytynyt sovellutuk-
sia. Niinp& aggregaatteja voidaan ka&ytt&ad blottausmenetel-
missa kytkettyni vasta-aineeseen tai muuhun sitoutuvaan
materiaaliin, joka on suunnattu naytteessd esiintyvaksi
epailtya yhdistettd vastaan; ne ovat kayttdkelpoisia myds
varjattaessid kudosleikkeitd valo- tai elektronimikrosko-
piaa tai muita vArjiysmenetelmid varten; sentrifugoinnissa
ne ovat kayttdkelpoisia merkkiaineina; ja agglutinaatio-
maarityksissd ne voivat korvata nykyaan kaytetyt lateksi-

hiukkaset. Ammattimies kykenee helposti n&kemaan muita
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sovellutusmuotoja, joissa superaggregoidut kompleksit voi-
vat korvata muuntyyppisid nykyaé&n kaytettyji hiukkasia.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu ainoastaan tata
esimerkkid valaiseviksi esimerkeiksi:

Esimerkki 1

Keskil&pimitaltaan 4 nm hiukkasista koostuva kulta-
kolloidi valmistettiin julkaisussa Mulphfordt,
Experientia 38 (1982) s. 1127 - 1128, kuvatulla tavalla.

Fibriinin hajoamistuotetta, D-dimeerid, vastaan
suunnattu hiiren monoklonaalinen vasta-aine S4H9 kehitet-
tiin tavanomaista hybridoomateknologiaa kayttéen, vasta-
aine wvalmistettiin hiiren askites-nesteessad ja lopuksi
puhdistettiin. Ennen kayttdad puhdistettu wvasta-aine dia-
lysoitiin tislattua vetta wvastaan ja sen konsentraatio
saddettiin arvoon 1,5 mg/ml.

Kaytettiin kultakolloidisuspernsiota, jonka optinen
tiheys oli 540 nm:n aallonpituudella 40 {(arvioituna kol-
loidisuspension laimennuksesta). Suspensio valmistettiin
sentrifugoimalla, poistamalla 90 - 95 % supernatantista ja
suspendoimalla se ennen kayttdad uudelleen tislattuun ve-
teen. 25 ml:aan tatad liuosta lisattiin etikkahappoa, jonka
lopulliseksi konsentraatioksi tuli 10 mmol/l, milla pH
asettui arvoon noin 3,5, jonka jalkeen lisattiin v&littd-
masti 15 ml vasta-aineen S4H9 dialyscitua liuosta. Seosta
sekoitettiin 20 minuutin ajan. Makrosxooppiset aggregaatit
tulivat valittdmasti nakyviin. 20 minuutin kuluttua sus-
pensio sentrifugoitiin 5000 x g:n voimalla 10 minuutin
ajan. Supernatantti poistettiin ja sedimentoituneet aggre-
gaatit suspendoitiin uudelleen tislattuun veteen siten,
ettd lopulliseksi tilavuudeksi saatiin 40 ml. Lisattiin
10 ml 10-%:ista naudan seerumin albumiini (BSA) -liuosta.
Suspensio jaahdytettiin jailld ja sen jalkeen sille suo-
ritettiin lieva ultradanikdsittely noin 15 sekunnin ajan.
Tata suuremmat tilavuudet voidaan edullisesti késitella

ultraaanella lapivirtausjdrjestelméssad. Suspensio laimen-
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nettiin nelinkertaisesti 200 ml lopputilavuuteen, Jjonka
jalkeen se steriilisuodatettiin 0,22 mikrometrin suodatti-
mella ja lopuksi sen NaCl-konsentraatio saadettiin arvoon
20 mmol/l. Elektronimikroskopoimalla saatiin selville,
ettd kolloidit esiintyivat l&pimitaltaan 100 - 200 nm:n
suuruisina ryhmittyminad (kuvio 1).

Sugspensio 1&péisi 0,22 mikrometrin suodattimen
(= 220 nm), kun taas 100 nm:n ja 50 nm:n la&pimittaiset
suodattimet pidattivat vArilliset kolloidit téydellisesti.

Valmistettiin standardikonjugaatti kayttaen vasta-
aineiden normaalia leimausmenetelmda& Slotin ja Geuzen ku-
vaamalla tavalla (Eur. J. Cell. Biol. 38 (1985) s. 87 -
93) . Tassi menetelmissd ei muodostunut aggregaatteja, kos-
ka konjugaatiomenetelmén aikana pH pidettiin lahella vas-
ta-aineen pIl-arvoa. Kullan ja vasta-aineen suhteen arvioi-
tiin tuloksena olevissa konjugaateissa olevan 1 : 1 ja
elektronimikroskopialla varmistettiin, ett& kultahiukkaset
olivat sattumanvaraisesti jakautuneena liuoksessa (kuvio
2).

Konjugaatit tutkittiin seuraavalla testivalineella:

1 x 1 cm:n pala nitroselluloosamembraania, jonka
huokoskoko oli 0,6 um, asetettiin 0,28 mm paksun valkoisen
polyvinyylikloridiliuskan (PVC) alle siten, etta siina
oleva 3,5 mm:n reikd oli membraanin keskelld. Membraani
kiinnitettiin muoviin kaksipuolista teippia kayttéen. Ta-
midn jalkeen kiinnitetylld membraanilla varustettu PVC-
liuska kiinnitettiin 1 mm paksuiseen selluloosapaperityy-
nyyn sille teipin alueelle, jota membraani ei peittanyt.
valine suljettiin toisen 0,40 mm paksuisen PVC-liuskan
alle kiinnittamallad liuska tyynyyn kaksipuolista teippia
kadyttéden. Tallainen rakenne mahdollistaa nesteen kulun
ylemmassd PVC-liuskassa olevan reidn kautta membraanin
lapi ja sen kertymisen tyynyyn. Membraani aktivoitiin li-

saamialla 2 ul S4H9-vasta-aineliuosta, jonka pitoisuus oli
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3,0 mg/ml, ja sen annettiin kuivua ernen sen kaytttd seu-
raavissa vaiheissa.

Membraanin pinnalle lis&ttiin testiv&lineessd ole-
viin rinnakkaisiin reikiin 25 pl plasmandytettd, jonka
tiedettiin sisidltdvdn D-dimeerid. Noin 20 sekunnin kulut-
tua plasma oli kulkeutunut membraanin l&api tyynyyn. Kum-
paankin kahteen rinnakkaiseen reik&&n lis&ttiin erikseen
25 pl kultakonjugaatteja aggregoituneessa muodossa ja
25 pl kultakonjugaattia aggregoitumatltomassa muodossa. Kun
neste oli kulkeutunut membraanin 1l&pi, lisdttiin pisara
0,15-molaarista NaCl:a ylima&rdisen konjugaatin huuhtele-
miseksi pois. Kontrolliksi suoritettiin n&itad kahta konju-
gaattia kédyttden samat vaiheet plasmandytteelle, jonka
tiedettiin sis&ltdvan normaalin pienen pitoisuuden D-di-
meerid. Tulokset luettiin laitteicen avulla ké&yttden
IBM-PC-tietokoneeseen liitettyéd reflektometrid (Color Eye,
Macbeth) ja Macbethin tietokoneohjelmaa.

Saadut tulokset osoittivat, ettd normaalilla plas-
malla, jonka D-dimeeripitoisuus oli pieni, muodostunut
vari antoi 540 nm:n aallonpituudella wvastaavan pienen
reflektanssin, joka oli <0,18. Aggregoitumattoman konju-
gaatin avulla mucdostunut wva&ri oli tavallisesti heikko,
kun taas aggregoitua konjugaattia kayttéen saatu vdri oli
reflektanssiarvojen perusteella noin kymmenen kertaa voi-
makkaampi. Tulokset osoittavat, ettd uusi konjugaattimuoto
sali aikaan huomattavasti suuremman nettotuloksen kuin ta-
vanomaiset Kkonjugaatit. Aggregoituminen ei wvaikuttanut
taustasignaaliin.

Lisdksi suodatustesti osoittaa, ettd aggregoitunei-
den kultakolloidien koko oli alueella 100 - 200 nm. T&ama
varmistettiin elektronimikroskopian avulla.

Esimerkki 2

Tadssd esimerkissd osoitetaan, ettd aggregoituja

konjugaatteja voidaan muodostaa myds edellistd menetelmds
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yksinkertaisemmalla menetelmdlld ilman ultradédnikéasitte-
1lvya.

Kultakolloidit, testivaline ja vasta-aineet valmis-
tettiin esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Kultakolloidisus-
pensio valmistettiin kuvatulla tavalla siihen vaiheeseen
saakka, jossa pH siidetd&dn arvoon 3,5 etikkahappoa kayt-
tien. 25 ml kolloidisuspensiota, jonka pH oli s&aadetty,
lisattiin 12,5 ml:aan S4H9-liuosta, jonka pitoisuus oli
1,5 mg/ml. Kun suspension oli annettu olla 25 minuuttia
20 °C:ssa, se lisattiin 10-%:iseen BSA-liuokseen, jonka pH
oli s&aadetty arvoon 9,0. BSA:n lopullinen konsentraatio
oli 0,2 %. Tdm&n jdlkeen suspension Tris-HCl-konsentraatio
sidsdettiin arvoon 40 mmol/l (pH 7,3). Kun suspensio jéatet-
tiin sekoittumaan y®n yli, n&kyvat aggregaatit hévisivat
ja suspensio l&pdisi steriilisuodattimen, jonka huokoskoko
oli 0,22 pm, mutta ei 100 nm suodatinta. Elektronimikro-
skopialla saatiin selville, ettd aggregaatteja muodostui,
vaikkakaan niiden pakkautuminen ei ollut yhta tiiviistéa
kuin esimerkissd 1 kuvatussa menetelmdss&d. Esimerkin 1
mukaisella tutkimusohjelmalla suoritetussa tutkimuksessa
ilmeni, ettd signaali lis&&antyi noin viisinkertaiseksi
tavanomaisiin aggregoitumattomiin konjugaatteihin verrat-
tuna.

Esimerkki 3

Esimerkin 1 mukaiset vaiheet toistettiin silld ai-
noalla poikkeuksella, ettéd kultakolloidisuspensioon lis&t-
tiin NaCl:a konsentraatioon 5 mmol/l1 ja suspensio jatet-
tiin 4 °C:seen 14 pdivan ajaksi ennen kayttdad. Taman mene-
telmdn avulla saadaan kultakolloidit muodostamaan selvem-
min havaittavia aggregaatteja. Kun konjugaatit tutkittiin
esimerkin 1 mukaista tutkimusohjelmaa noudattaen, olivat
vadrisignaalit noin kolmekymment& kertaa voimakkaammat Kuin
aggregoitumatonta kultaa kayttden saadut signaalit. Taus-
tataso kasvoi hieman, mik& osoittaa, etta muodostuneet

aggregaatit olivat l&pimitaltaan suurempia.
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Esimerkki 4

Tassd esimerkissd8 osoitetaan, ettd tietyt wvasta-
aineet saattavat muodostaa aggregaatteja kultakolloidien
kanssa ldhes neutraalissa pH:ssa. Tdllaisten aggregaattien
aikaansaamaa signaalia ja niiden kokoa voidaan s&ataa
vaihtelemalla konjugointimenetelmdssd kaytettdvisd proteii-
nin ja kullan keskindist& suhdetta.

Ihmisen seerumialbumiinia kohtaan spesifinen hiiren
vasta-aine, jolle annettiin nimitys 2D2, kehitettiin tun-
nettua hybridoomatekniikkaa k&yttden. Vasta-aineen tuotan-
toa kohotettiin k&yttden hiiren askites-nestemenetelmii,
vasta-aine puhdistettiin ja dialysoitiin 2-millimolaarista
natriumfosfaattipuskuria (pH 6,8) wvastaan. Vasta-aineen
lopullinen konsentraatio oli 1,0 mg/ml.

Kultakolloidit valmistettiin esimerkissd 1 kuvatul-
la tavalla. Kolloidisuspension absorbanssi sdddettiin ar-
voon 40 540 nm aallonpituudella.

Vasta-aineliuos ja kultakolloicdisuspensio sekoitet-
tiin keskenddn suhteissa 1 + 2, 1 + 2,2, 1 + 2,5, 1 + 3 ja
1 + 3,5.

Kun liuoksia oli pidetty 25 minuuttia 20 °C:n l&m-
pbtilassa, niihin lis&ttiin yhtd suuri tilavuus 1-%:ista
BSA-liuosta.

Konjugaatit tutkittiin wv&lineissd esimerkissd 1
kuvatulla tavalla. Membraanit aktivoitiin lis&&m&lld 2 ul
liuosta, joka sis&lsi toista ihmisen seerumin albumiinia
vastaan suunnattua hiiren monoklonaalista vasta-ainetta
(2D3), jonka pitoisuus oli 3,0 mg/ml. Membraanien annet-
tiin kuivua ennen kayttoa.

Ihmisen virtsandytteet, joihin kuhunkin oli lis&tty
albumiinia pitoisuuteen 0 (kontrolli), 10, 25, 50, 100 ja
200 mg/l, laimennettiin suhteessa 1 + 20 NaCl:1lla, jonka
konsentraatio oli 0,15 mol/l. Testivdlineiden viiteen rin-
nakkaiseen reikddn lisdttiin 25 pl kutakin laimennosta.

Kun laimennetut n&dytteet olivat imeytyneet membraaniin,
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lisattiin yksi tippa kutakin konjugaattia kuhunkin rinnak-
kaisen sarjan reik&&n. Lopuksi lis&ttiin yksi tippa
0,15-molaarista NaCl-liuosta membraanin huuhtelemiseksi ja
kukin reikd luettiin reflektometrin avulla esimerkissd 1
kuvatulla tavalla.

Tulokset on esitetty kuviossa 3 ja niistéd k&y ilmi,
ettd tulokseksi saatu signaali lis&&ntyy huomattavasti
vasta-aineen mi3drdn noustessa. Yhdessdkd@&n tapauksessa
liuoksesta ei kyetty loytamasdn vapaita (kultahiukkasiin
konjugoitumattomia) vasta-aineita. Tastd sekd& reflektans-
siarvojen suhteellisesta kasvusta johtuen ei signaalin
voimistumista voida selittda pelk&dlld reagoivien vasta-
aineiden lukumidrin lisddntymiselld. 50 nm:n suodattimia
kayttden suoritetut kokeet osoittivat myds, ettd suodatin
piddtti pddasiassa suhteessa 1 + 2 valmistetun konjugaa-
tin, kun taas suhteessa 1 + 3,5 valmistetut Kkonjugaatit
lapaisividt sen esteettd. Niinpd ne aggregaatit, joiden
signaalinmuodostamiskyky oli kasvanut, olivat muodostuneet
vasta-aine 2C2:n kanssa ldhes neutraalissa pH:ssa.

Esimerkki 5

Esimerkin 1 mukaiset suoritusvaiheet toistettiin
silld ainoalla poikkeuksella, ett& vasta-aine Korvattiin
monoklonaalisella vasta-aineella T11G8, joka oli suunnattu
C-reaktiivista proteiinia vastaan. Vasta-aineen konsent-
raatio, vasta-aineen liuotin, kolloidikulta ja kaikki kay-
tetyt suoritusvaiheet olivat samanlaiset kuin esimerkissa
1. Suodatustutkimuksessa havaittiin l&pdisy 200 nm suodat-
timilla, muttei 50 eikd& 100 nm:n suodattimilla.

Vertailun vuoksi valmistettiin vertailukonjugaatti
pit&m&allsd pH arvossa 6,5, joka on l&helld T11G8:n plI-ar-
voa. Tamé konjugaatti l&pdisi helposti 50 nm:n suodatti-
men, mik& osoitti, ettei aggregaatteja ollut muodostunut.
Tamad saatiin varmistettua elektronimikroskopialla, jolla
osoitettiin wvain vah&ista kultakolloidien ryhmittymista

lopullisessa valmisteessa.
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Nama kaksi konjugaattia tutkittiin esimerkissia 1
kuvattua valinettd muistuttavalla vialineelld. Membraani
aktivoitiin lisa&amallad 2 pl C-reaktiivista proteiinia vas-
taan suunnatun monoklonaalisen vasta-aineen G405 liuosta,
jonka pitoisuus oli 3,0 mg/ml, ja membraani kuivattiin
ennen kayttdad. Kullekin membraanipalalle lisattiin muovi-
suojuksen aukon kautta 25 pl laimennettuja plasmandyttei-
td, joiden tiedettiin sisaltavan C-reaktiivista proteii-
nia, jonka jalkeen lisattiin 25 pl jompaan kumpaan kahdes-
ta muodosta valmistettua konjugaattiliuosta, ja taustava-
rin poistamiseksi lis&ttiin vield vksi tippa 0,15-molaa-
rista NaCl-liuosta.

Kuviossa 4 on esitetty koetulokset, jotka saatiin
32 mg/1l CRP:t& sis&ltévin plasman sarjalaimennoksista,
jotka oli valmistettu suhteissa 1 : 50 - 1 : 800. Laimen-
nin oli 0,15-molaarinen NaCl. Kuten kuvasta k&y ilmi, n&i-
den kahden konjugaatin varjaytymisen voimakkuudet membraa-
nilla osoittautuivat huomattavan erilaisiksi aggregoidun
konjugaatin saadessa aikaan yli kymmenkertaisesti 1lis&&n-
tyneita signaaleja.

Kumpaakin konjugaattia pidettiin 4 °C:n lampdti-
lassa yhdeksan kuukauden ajan ja ne tutkittiin s&anndlli-
sesti. Yhdenk&a&n konjugaatin ominaisuudet eivat muuttuneet
taman sailytysajan jalkeen, mik& osoittaa, ettd aggregoi-
dut konjugaatit ovat eritt&in stabiileja.

Esimerkki 6

Edella kuvattu koe toistettiin korvaamalla vasta-
aine T11G8 puhdistetulla ihmisen seerumin albumiinia vas-
taan suunnatulla kaniinin antiseerumilla (anti-HSA). Tu-
lokseksi saadut konjugaatit tutkittiin sellaisia membraa-
neja sisaltéavassa valineessa, jotka oli paallystetty mono-
klonaalisella anti-HSA-vasta-aineella esimerkeissd 1 ja 5
kuvattua menetelmdd kayttaen. Tulokset osoittivat, etti
lisdttaessd laimennettua virtsaa, jonka tiedettiin sis&l-

tavan albumiinia, sai aggregoitu konjugaatti aikaan noin
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kahdeksankertaisesti lisdantyneen varisignaalin verrattuna
tavanomaiseen aggregoitumattomaan konjugaattiin.

Esimerkki 7

Aggregoituja konjugaatteja voidaan myds muodostaa
kayttden muita proteiineja kuin vasta-aineita. Esimerkin 1
mukainen menetelmé& kultakolloidien ja aggregoitujen konju-
gaattien valmistamiseksi toistettiin siten, ettd talla
kertaa vasta-aine korvattiin naudan seerumin albumiinilla.
Kaytetty albumiinikonsentraatio oli 1,5 mg/ml, kuten oli
asianlaita vasta-aineidenkin yhteydessa. Muodostui aggre-
gaatteja, joiden ominaisuudet suodattimissa olivat saman-
laisia kuin vasta-aineaggregaattien ominaisuudet. Albumii-
niaggregoitu kolloidikulta tutkittiin elektronimikrosko-
pian avulla ja ryhmittyneiden kollcocidien jakautuminen
osoittautui siind samalla tavalla sattumanvaraiseksi kuin
esimerkissd 1 muodostuneilla aggregaateilla.

Esimerkki 8

Toinen kolloidikultaan konjugoitavissa oleva muun
tyyppinen proteiini kuin vasta-aineproteiini on proteiini-
A. Menetelmd oli sama kuin esimerkissad 1 kaytetty menetel-
mad ja siind kaytettiin proteiini A:n pitoisuutta 1,5 mg/ml
kuten muidenkin proteiinien yhteydessd meneteltdessa. Tu-
loksena oleva aggregoitunut konjugaatti seka tavanomainen,
aggregoitumaton konjugaatti tutkittiin samanlaisella vali-
neella kuin esimerkissd 1 kuvattu valine. Membraani paal-
lystettiin ihmisen seerumin albumiinia vastaan suunnatulla
monoklonaalisella IgG-vasta-aineella. Koska proteiini A
reagoi suoraan immunoglobuliinien kanssa, osoitti kahden
konjugaatin eri laimennosten lisdaminen, ettd lisattdesséa
vhtd suuri mdara konjugoitua proteiini-A:ta sai aggregoitu
konjugaatti aikaan noin kaksitoista kertaa voimakkaamman
signaalin kuin tavanomaisen konjugaatin kanssa aikaansaa-

tava signaali.
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Esimerkki 9

Tédssa esimerkissd osoitettiin sellaisen hybridi-
aggregaatin muodostuminen, joka sis&lsi kahta eri proteii-
nia, joista toista voidaan k&ytt&& sitoutumiseen ja toista
signaalin muodostamiseen. Alkalinen fosfataasi (ALP) -ent-
syymi ja kaniinin hiirté& wvastaan suunnattu IgG konjugoi-
tiin vhdessa kultahiukkasiin. T&llainen konjugaatti mah-
dollistaa hiiren IgG-molekyylien havaitsemisen joko suo-
raan kultavarjaytymaa tarkastelemalla tai kayttamalla ent-
syymid ELISA-maarityksen tapaan.

Entsyymista (ALP) Jja vasta-alneesta poistettiin
suola suorittamalla geelisuodatus PD-10-pylvaadlla, joka
oli tasapainotettu 10-millimolaarisella etikkahapolla,
jonka jalkeen ne sekoitettiin keskenddn massasuhteessa
1,5 : 1 (entsyymi : vasta-aine). Tamé&n jalkeen proteiini-
seos konjugoitiin kultakolloideihin 10-millimolaarisessa
etikkahappoliuoksessa menetellen niin, ettd naiden kahden
proteiinien yhteenlasketut massat kavivat yksiin esimer-
kissad 1 kuvatun proteiinin ja kullan valisen suhteen kans-
gsa. Superaggregoitujen saostuneiden konjugaattien annet-
tiin sedimentoitua passiivisesti, jonka jdlkeen ne kdasi-
teltiin ultradanelld ja reaktion jatkuminen estettiin nau-
dan seerumin albumiinilla, ja suoritus, jonka kaikkiin
vaiheisiin kului aikaa noin yksi tunti, lopetettiin ste-
riilisuodattamalla.

Kuvio 5 osoittaa, millaiset mahdollisuudet tulok-
seksi saatu hybridikonjugaatti antaa havaitsemiselle. Kon-
jugaatista tehtyja laimennoksia lisattiin suoraan tapliksi
nitroselluloosalle siten, ettd ne jekautuivat tasaisesti
ympyrbdiden sisddn, joiden halkaisija oli 3,5 mm. Kultavar-
jaytymat mitattiin reflektometrin avulla. Taman jalkeen
nitroselluloosa siirrettiin alkalisen fosfataasin subst-
raattiliuokseen, joka sis&lsi bromikloori-indolyylifos-
faattia (BCIP). Varovasti ravistellen suoritetun 30 minuu-
tin pituisen inkuboinnin jalkeen saostul nitroselluloosal-

le tumma purppuranvadrinen tuote, joka oli peraisin ALP:n
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vaikutuksesta BCIP:hen. Kuvasta 5 kay ilmi, ettd tata
vaihtoehtoista entsyymiaktiivisuutta hyvaksi kayttamalla
saatiin viel& kymmenkertainen herkkyyden lisd&ntyminen
kultavarjaytymaan verrattuna.

Kuviossa 6 on esitetty nitroselluloosalle té&pliksi
lisatyn hiiren monoklonaalisen IgG:n havaitseminen kayt-
taen kahta vaihtoehtoista hybridikonjugaattileimaa. Nitro-
selluloosalle lisattiin tapliksi vyhteensad 0,1 - 100 ng
vasta-ainetta laimennettuna BSA-liuokseen, jonka pitoisuus
oli 100 ug/ml, kahtena rinnakkaisena lisdyksen&. Nitrosel-
luloosa kuivattiin, reaktion eteneminen pysaytettiin
BSA:1la ja membraania inkuboitiin konjugaatin kanssa
0,1-%:isessa Tween 20 -liuoksessa 20 minuutin ajan. Toinen
bloteista siirrettiin entsyymisubstraatti (BCIP-) -liuok-
seen ja sitéd inkuboitiin edelld kuvatulla tavalla. Kehite-
tyista bloteista k&y ilmi, ettd kultavirjiykselld oli mah-
dollista havaita 1 ng vasta-ainetta, kun taas entsyymia
kayttaen havaittiin 0,1 ng. Entsyymivarjéys vaikuttaa 1li-
saavan herkkyyttd yhteensd noin 15-kertaisesti kultavar-
jaykseen verrattuna.

Esimerkki 10

Talla esimerkilld on osoitettu kolloidikultaa ja
kahta sellaista erilaista proteiinia sis&lt&van hybridi-
superaggregaatin muodostuminen, joista toinen proteiini on
analysoitavan aineen spesifisesssd sitoutumisessa toimiva
toinen osapuoli ja toinen proteiini sellainen, ettei se
osallistu reaktioon, sit& ei ole naytteessd eikd se esiin-
ny milldan muulla tavalla reagensseissa. T&t& hybridisu-
peraggregaattia voidaan kayttdad maarityksen herkkyyden
lisaamiseksi edelleen lisdamalla toista superaggregaattia,
joka sisaltaa kolloidikultaa ja mainitun toisen proteiinin
spesifisesssa sitoutumisessa toimivaa toista osapuolta.

Nitroselluloosamembraanit pa&llystettiin monoklo-
naalisella vasta-aineella S4H9 (1 mg/ml), joka on spesifi-

nen D-dimeerille, fibriinin hajoamistuotteelle, ja nitro-
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selluloosa sijoitettiin esimerkissd 1 esitetyn kuvauksen
mukaiseen testivdlineeseen. Niihin lis&ttiin (50 pl) val-
misteita, jotka sisalsivat D-dimeerid konsentraatioina 0 -
8 mg/l liuotettuna 0,l-molaariseen Tris-HCl-puskuriliuok-
seen (pH 7,4), joka sisdlsi BSA:ta, jonka pitoisuus oli
50 mg/ml, Jja niiden annettiin imeytyd membraanin lapi.
Taman jalkeen immobilisoidun vasta-aineen pidattamat D-di-
meerimolekyylit visualisoitiin lisaamadlla 50 pl liuosta,
joka sis&lsi 4 nm kolloidikullan, S4H9:n ja ihmisen seeru-
min albumiinin (HSA) muodostamaa superaggregaattia. Tama
superaggregaatti valmistettiin esimerkissad 1 kuvatulla
tavalla k&yttden S4H9:n ja HSA:n painosuhteena suhdetta
1 : 1. Membraani pestiin ja membraanille jdaneen kolloidi-
kullan aiheuttaman signaalin voimakkuus mdaritettiin ref-
lektometrid kayttaen. Esimerkissa 4 kuvatulla tavalla val-
mistettiin toinen kolloidikullan ja monoklonaalisen vasta-
aineen 2D2 muodostama superaggregoiti kompleksi. Tama toi-
nen superaggregaatti lisdttiin nitroselluloosalle ja agg-
regaatti immobilisoitul ensimmdisessa superaggregaatissa
olevan HSA:n ja tolsessa aggregaatissa olevan vasta-aineen
2D2 valisten sidosten vaikutuksesta. Membraani pestiin ja
tuloksena oleva signaali mitattiin reflektometrin avulla.
Voitiin osoittaa, ettd toisen vaiheen jalkeen saatu sig-
naali oli nelj& kertaa voimakkaampi kuin ensimmé&isen vai-
heen jalkeen aikaansaatu signaali.

Kuviossa 7 on esitetty anncs-vastekayrat, jotka

saatiin kayttden naytteessd kasvavia mé&rid D-dimeeria.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd tutkittavassa naytteessd olevan ana-
lysoitavan aineen kvalitatiiviseksi tai kvantitatiiviseksi
maarittamiseksi, jossa leimalla varustettu reagenssi, joka
kadsittdd sellaiseen aineeseen sitoutuneen kultasoolin,
joka kykenee sitomaan spesifisesti mainittua analysoitavaa
ainetta taili taman spesifisessa sitoutumisessa toimivaa
toista osapuolta, saatetaan immobilisoitumaan sitoutunees-
sa muodossa kiinted&n faasiin osoittamaan analysoitavan
aineen esiintymista tai sen madardd naytteessa, t un -
nettu siitd, ettd kaytetddn leimalla varustettua rea-
genssia, joka kasittd& mainitun aineen tai taman spesifi-
sessa sitoutumisessa toimivan toisen osapuolen ja kul-
tasoolin muodostaman superaggregoidun kompleksin, jossa
ainakin 75 paino-% kultascolin kultahiukkasista on kesgki-
lapimitaltaan alle 20 nanometria.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd mainittu nayte saatetaan kos-
ketukseen vesipitoisessa maaritysmediumissa (i) kiinte&an
kantajaan immobiliscidun analysoitavan aineen analogin tail
mainittun analysoitavan aineen spesifisessd sitoutumisessa
toimivan toisen osapuolen ja (ii) leimalla varustetun rea-
genssin kanssa, joka kdsittdd patenttivaatimuksessa 1 maa-
ritellyn superaggregoidun kompleksin, mink& avulla tietty
ma&réd mainittua leimalla varustettua reagenssia saatetaan
immobilisoitumaan kantajaan, Jjotta se saisi suoraan tai
epasuorasti aikaan varinmuutoksen, joka viittaa analysoi-
tavan aineen esiintymiseen tai osoittaa tamén méaran nayt-
teessa.

3. Minka tahansa edellisista patenttivaatimuksista
mukainen menetelmd, t unnet tu siita, ettd ainakin
75 paino-% kultasoolin sisaltéamista kultahiukkasista on

keskildpimitaltaan alle 5 nanometria.
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4. Mink& tahansa edellisistd patenttivaatimuksista
mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd siinia
suoritetaan kompetitiivinen mddritys.

5. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 3 mukai-
nen menetelmd, t unne¢ttu siitd, ettd siin& suori-
tetaan kerrosmaaritys.

6. Mink& tahansa edellisistd patenttivaatimuksista
mukainen menetelmd, t unnet t u siitd, ettd kiintea
faasi on inertti membraani, joka adsorboi helposti pro-
teiinia ja jossa on huokosia, joiden lapi nesteen on mah-
dollista kulkeutua.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd superagcregoitu kompleksi on
kahden tai useamman proteiinin muodostama hybridikomplek-
si, johon sisaltyy entsyymi, joka kykenee saamaan aikaan
luonteenomaisen reaktion, kun té&td vastaava substraatti on
saatettu sen vaikutukselle alttiiksi.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelméa,
tunnettu siita, ettd superaggregoitu kompleksi on
kahden tai useamman proteiinin muodostama hybridikompleksi
ja varin voimistuminen saadaan aikaan lisdamalld yksi tai
useampil uusl superaggregoitu kompleksi, joka kykenee si-
toutumaan mainittuun ensimméiseen hybridikompleksiin.

9. Reagenssipakkaus tutkittavassa né&ytteessa olevan
tutkittavan aineen kvalitatiiviseksi tai kvantitatiivisek-
si madarittamiseksi, Jjoka kasittdd (a) kiintedn faasin,
johon leimalla varustettu reagenssi saatetaan immobilisoi-
tumaan osoittamaan analysoitavan aineen esiintymista tai
maarad naytteesta ja (b) leimalla varustetun reagenssin,
tunnettu siitd, etta leimalla varustettu reagenssi
kédsittda superaggregoidun kompleksin, joka muodostuu ai-
neesta, joka kykenee spesifisesti sitoutumaan mainittuun
analysocitavaan aineeseen tai taman spesifisesssa sitoutu-

misessa toimivaan toiseen osapuoleen, ija kultasoolista,
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jossa ainakin 75 paino-% kultasoolin kultahiukkasista on
keskilapimitaltaan alle 20 nanometria.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen reagenssipak-
kaus, t unnet t u siita, ettd superaggregoitu komp-
leksi 1lisdksi sisaltdd entsyymin, joka kykenee saamaan
aikaan luonteenomaisen reaktion ja, ettd& reagenssipakkaus
lisdksi ké&sittdd mainitun entsyymin substraatin.

11. Patenttivaatimuksen 9 mukainen reagenssipak-
kaus, t unnettu siitd, ettd kiinted faasi on mem-
braani, mainitulla membraanilla sijaitsee absorboiva tyy-
ny, mainitun absorboivan tyynyn membraanista poispa&in si-
jaitsevalla puolella sijaitsee nesteelle lapaisematdn
liuska ja membraanin absorboitavasta tyynystd poispé&in
sijaitsevalla puolella sijaitsee nesteelle lapaisem&tdn
liuska, jossa on yksi tai useampia reikia, ja absorboiva
tyyny pystyy aikaansaamaan naytteen tai leimatun reagens-
sin poikittaisen diffuusion mainitun membraanin lapi, kun
nayte asetetaan johonkin mainituista reijista.

12. Menetelm& proteiinin ja kultasoolin superaggre-
goidun kompleksin muodostamiseksi, jossa ainakin 75 pai-
no-% kultahiukkasista on keskildpimitaltaan alle 20 nano-
metrid, t unnettu siitd, etta

(1) sekoitetaan proteiini ja kultasooli keskenaan
sellaisessa pH-arvossa, ettd proteiinimolekyylissa on ai-
nakin kaksi positiivisesti varautunutta ryhmaa;

(ii) kerdtdadn na&in muodostuneet makroskooppiset
aggregaatit talteen;

(iii) suspendoidaan makroskooppiset aggregaatit
uudelleen liuckseen, jonka pH on neutraali, kayttden va-
linnaisesti ultraddnikésittelya, stabiileja super-
aggregoituja kulta-proteiini-komplekseja sisaltavan sus-
pension muodostamiseksi.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettad pH vaiheessa (i) on alueella
1 - 5.
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14. Proteiinin ja kultasoolin muodostama superagg-
regoitu kompleksi, tunnettu siitd, ettd ainakin
75 paino-% kultahiukkasista on keskildpimitaltaan alle
20 nanometria ja ettd se kyetdan saamaan aikaan patentti-
vaatimuksen 12 tai patenttivaatimuksen 13 mukaisella mene-
telmalla.
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Patentkrav

1. Foérfarande f6r kvalitativ eller kvantitativ be-
stamning av en analyt 1 ett prov som undersdks, dar en
markt reagens som omfattar en guldsol bunden till ett &mne
som specifikt kan binda nadmnda analyt eller till en andra
part som medverkar i den specifika bindningen, fas att im-
mobiliseras 1 bunden form pad en fast fas f&6r att ge en in-
dikation om férekomsten eller médngden av analyten i pro-
vet, k& nnetecknat darav, att man anvander en
markt reagens som omfattar ett superaggregerat komplex av
namnda amne eller dess andra part som medverkar i den spe-
cifika bindningen och ett guldsol, dar minst 75 vikt-% av
guldsolets guldpartiklar har en medeldiameter under 20
nanometer.

2. Férfarande enligt patentkrav 1, kd@dnne -
t ec knat darav, att nadmnda prov bringas i kontakt, i
ett vattenhaltigt bestdmningsmedium, med (i) en analog
till analyten eller med en specifik bindningspart f£or
namnda analyt som &ar immobiliserad p& en fast barare och
(ii) med en markt reagens, som omfattar det superaggrege-
rade komplexet 1 patentkrav 1, med vilken en besta&md mangd
av namnda markta reagens fas att immobiliseras pa n&mnda
barare, sa att den direkt eller indirekt ger upphov till
en fargfdérandring som tyder pa en fdrekomst av eller upp-
visar mangden av analyten.

3. Forfarande enligt nagot av fdéregaende patent-
krav, kannetecknat darav, att minst 75 vikt-%

av guldsolets guldpartiklar har en medeldiameter under 5

nanometer.
4. Foérfarande enligt nagot av fdéregdende patent-
krav, kdnnetecknat darav, att man utfdr en

kompetitiv bestamning.
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5. Férfarande enligt nagot av patentkrav 1 - 3,
kannetecknat darav, att man utfdr en skiktbe-
stamning.

6. Forfarande enligt nagot av fdregdende patent-
krav, k&dnnetecknat darav, att den fasta fasen
ar ett inert membran som latt adsorberar protein och som
innehaller porer som vatska kan tré&nga i genom.

7. Forfarande enligt patentkrav 1, k&dnne -
t ecknat darav, att det superaggregerade komplexet
ar ett av tva eller flera proteiner format hybridkomplex
som innehdller en enzym som far till stand en karakteris-
tisk reaktion d& den utsatts fér ett substrat darfér.

8. Férfarande enligt patentkrav 1, kdnne -
t e cknat darav, att det superaggregerade komplexet
ar ett av tva eller flera proteiner format hybridkomplex,
och en fargfdérstérkning uppnds genom att tilldgga ett el-
ler flera nya superaggregerade komplex som ar kapabla att
binda sig till namnda fdrsta hybridkomplex.

9. Reagensfdrpackning fér kvalitativ och kvantita-
tiv bestamning av en analyt i1 ett prov som undersdks, vil-
ken omfattar (a) en fast fas pa vilken en ma&rkt reagens
fas att immobiliseras fb6r att ge en indikation om f&rekom-
sten eller méngden analyt 1 provet och (b) en markt rea-
gens, kannetecknad d&rav, att den mirkta rea-
gensen omfattar ett superaggregerat komplex av ett Amne
som specifikt kan bindas till namnda analyt eller till
dess andra part som medverkar i1 den specifika bindningen,
och av en guldsol dar minst 75 vikt-% av guldsolets guld-
partiklar har en medeldiameter under 20 nanometer.

10. Reagensfodrpackning enligt patentkrav 9, Kk & n-
netecknad darav, att det scuperaggregerade kom-
plexet dessutom innehadller en enzym som far till stand en
karakteristisk reaktion, och av att reagensfdrpackningen

dessutom omfattar ett substrat for namnda enzym.



.....

-----

10

15

20

25

30

35 106984

11. Reagensfdrpackning enligt patentkrav 9, k & n -
netecknad av att den fasta fasen ar en membran,
en absorberande dyna &r beldgen pa namnda membran, ett foér
vitska ogenomtringligt ark ar beldget pad den sida av den
absorberande dynan som &r bortit fran nadmnda membran och
ett for vatska ogenomtringligt ark med ett eller flera hal
befinner sig pd den sida av membranen som ar bortat fran
den absorberande dynan, och den absorberande dynan férmar
dstadkomma transversal diffusion av provet eller det mark-
ta reagenset genom namnda membran da det appliceras i ett
av namnda hal.

12. Foérfarande fOr att preparera ett superaggrege-
ratkomplex av protein och guldsol, dar minst 75 vikt-% av
guldsolets guldpartiklar har en medeldiameter under 20
nanometer, k dannetecknat darav, att

(i) proteinet och guldsolet blandas vid ett sadant
pH-varde att det i proteinmolekylen férekommer minst tva
positivt laddade grupper;

(ii) man samlar ihop de salunda formade makrosko-
piska aggregaten;

(iii) man suspenderar de makroskopiska aggregaten
pd nytt i en vatska, vars pH &r neutralt, eventuellt med
ultraljudsbehandling, f&6r att forma en suspension som in-
nehdller stabila superaggregerade guld-protein-komplex.

13. Férfarande enligt patentkrav 12, kanne-
t ec knat darav, att pH-vardet i skedet (i) ar mellan
1 och 5.

14. Superaggregerat komplex av ett protein och en
guldsol, k&nnetecknat darav, att minst 75
vikt-% av guldpartiklarna har en medeldiameter under 20
nanometer, och att det kan erhallas med férfarandet i pa-

tentkrav 12 eller patentkrav 13.
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Fig 3

Albumiinitutkimuksen annos-vastekdyrat
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Lapivirtauslaitteessa analysoitu C-reaktiivinen

proteiini tavanomaisia ja aggregoituja kultakolloideja

ja C-reaktiivista proteiinia vastaan valmistettua
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Kaniinin anti-muriini-IgG-alkalinen fosfataasi -kultakonju-
gaatista saatavat havaitsemismahdollisuudet m&drittéamalla
kultavari tai kaytt@mdlla hyvaksi entsyymin inkubointia
BCIP-substraatin kanssa, mist& muodostuu varillinen saostunut

tuote
15
12+
oy  Entsyymivari
g+
6+
3+
Kultakolloidivari
0 3 6 g 12 15

Lisatyn konjugaatin mddrd (mielivaltaisina yksikkdind)



106984

essTTde]

eagsute-easea Z{Y 10 G0 [ ¢ S O

0t 001

BPTITARA RTTO3UNJSOPONU BTTOSHAITIRA UTSRRIRISOJ USSTTENTY g
eTTTIRARI T 44

:uttazTeARY 92U B[ ©3:961 DHu 00T - T‘0 3gaTsTesTs jeprded 2343esTI
*UBUTWSS3}TRARY U:9HDBT USIATTY uk3esTT TSHTTAed STTRSOOTNTTSSOIITN

9 Ol



106984

Annos-vastekdyrat, jotka on saatu 1lis&dmdlld superaggregoituja
kulta-proteiinikomplekseja kahdessa vaiheessa, joissa toinen
aggregaatti reagoi sitoutumalla ensimmdiseen aggregaattiin
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