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1
L3

Proteiinivirheen merosyaniini-indikaattorit

Tdmén Keksinntn kohteena on yleisesti proteiinin
havaitseminen; ja erityisesti uusi luokka proteiini-vir-
heen indikaattoreita.

Proteiinin havaitseminen on t&rked& taudin md&ri-
tyksessd, laidketieteellisessd tutkimuksessa ja teollisuu-
dessa. On olemassa monia menetelmis proteiinin havaitsemi-
seksi naytteessd. Lukuunottamatta menetelmisd, joissa kéy-
tetddn proteiinivirheen indikaattoreita, kaikki proteiinin
havaitsemismenetelmdt ovat monivaiheprosesseja, jotka
usein vaativat hyvin monimutkaista laitteistoa ja useita
tunteja prosessin loppuunviemiseksi.

Erds tavallisesti kédytetty menetelmd8 proteiinin
maddrittdmiseksi ndytteessd on Biuret menetelmd. Taman me-
netelmén mukaisesti ndyte tehddidn ensin happamaksi saosta-
maan mikd tahansa proteiini ndytteessd. Saostunut proteii-
ni liuvotetaan sitten uudestaan kohtalaisen em#ksisessi
vdliaineessa ja k&sitell&d&n liuoksella, joka sisaltda ku-
pari-ioneja. Proteiinin peptidisidokset ja kupari-ioni
reagoivat muodostaen varjdantyneen kelaatin. Késitellyn
liuoksen absorbanssi maaritetddn sitten kayttden spektro-
fotometri&. T&std tuloksesta arvioidaan proteiinin ma&ri
naytteessa kayttden kalibroituja spektrofotometrisii ab-
sorbanssikdyrid. T&m& menetelmd kest&da tavallisesti 1 - 3
tuntia.

Biuret menetelmdn variaatio on Lowry menetelmi.
Lowryn menetelmin mukaisesti, sen jalkeen Kkun saostunut
proteiini on liuotettu uudestaan, lisdt&idn fosfovolframi-
molybdeenihappo reagenssia liuokseen eméksisissd olosuh-
teissa hapettamaan mitk& tahansa fenoliyhdisteet liuokses-—
sa. L&hestulkoon kaikki proteiinit sisdlt&vit hiukan feno-
liyhdisteitd, esim. tyrosiini, t#&ssd menetelmdssad kyetdan
maarittdmddn proteiini ndytteessd. Kasitellyn liuoksen

absorbanssi madritet#dsn sitten spektrofotometrisesti. Ka-
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libroituja spektrofotometrisid k&yrid kdyttden mitattua
absorbanssia kaytetdsn sitten proteiinin m#dr&n arvioimi-
seksi naytteessd. Kuitenkin monet puskurit ja muut yhdis-
teet, jotka sis#dltédvét amiiniryhmis, esim. tris-, glysii-
ni- ja amidipuskurit, haittaavat koetta.

Toinen menetelmd, jota kdytetddn proteiinin l8sné-
olon misrittémiseksi ndytteessd, on sameuden mddrittéminen
ndytteen happamoinnin jélkeen. Menetelmdn mukaisesti ndyt-
teen sameus midritetd&n kéyttden spektrofotometrid pro-
teiinia saostavan aineen, tavallisesti hapettavan aineen,
lisdamisen jdlkeen nidytteeseen. Ndytteen laskettua sameut-
ta verrataan spektrofotometrisiin standardikéyriin pro-
teiinin l1&4sndolon midritt8miseksi ndytteessd. Tavallisia
saostusaineita, joita kéytetddn tassd menetelmdsssd, ovat
sulfosalisyylihappo, trikloorietikkahappo ja parkkihappo.

Menetelmidt, joissa kaytetd&n proteiinivirheen indi-
kaattoreita, ovat laajalti kd@ytettyja proteiinin lasndolon
madrittimiseksi naytteessd. Menetelmdt, joissa kaytetddn
proteiinivirheen indikaattoreita, ovat halpoja, nopeits,
vksinkertaisia ja helppoja. Fenolisulfoninaftaleiiniyhdis-
teet, kuten bromifenoli sininen, bromikresoli vihrea ovat
ehkd laajimmin k&ytettyjd proteiinivirheen indikaattorei-
ta. Menetelmadt, joissa kaytetdan proteiinivirheen indi-
kaattoreita, Kkasittdvdt usein reagenssiliuskoja, jotka
impregnoidaan proteiinivirheen indikaattorilla. Né&iden
menetelmien mukaisesti reagenssikoeliuska saatetaan koske-
tukseen pienen m&ar&n kanssa ndytettd. Mik&li proteiinia
on l&snd ndytteessda, koeliuska ilmoittaa tdstd yksinker-
taisesti muuttamalla v&ria. Havaittu vidri voi vaihdella
riippuen proteiinin pitoisuudesta ndytteessd. TAtd vaihte-
levaa varinmuutosta kéytetddn proteiinin midsr&n mAsAritta-
miseksi néytteessd. Edeltdvankaltaiset reagenssiliuskat
vaativat minimiharjoittelun oikeaoppiselle kdyttlle. Nama
reagenssikoeliuskat mahdollistavat tarkan, helpon ja no-

pean keinon proteiinin mé&rittédmiseksi paikanpddlla. T&l-
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laisia koepapereita kdyttdvét laajalti teknikot teollisuu-
dessa, tutkimuksessa ja kliinisiss8 laboratorioissa.

Yksityiskohtaisemmin, proteiinivirheen indikaatto-
rit ovat pH-indikaattoreita, jotka sisdltédvat ionisoituvan
ryhmdn, jolla on pKa-arvo, joka korvautuu proteiinin léds-
ndollessa. Fenolisulfoniftaleiinien tapauksessa ionisoitu-
va ryhmda on fenolihydroksyyli. Protonin vapautuminen feno-
lin hydroksyylistd aiheuttaa havaittavan vérinmuutoksen,
joka kertoo proteiinin l&sn¥d olosta testattavassa ndyt-
teessd. Proteiinivirheen indikaattoreita, joita tavalli-
sésti»pidetaan hy6dyllisind proteiinin analyyttisessd mad-
rittimisessd ndytteessd, on kuvattu US-patentissa nro
4 013 416.

Tdm&n keksinndn kohteena on proteiinivirheen mero-
syaniini~indikaattori., Proteiinivirheen merosyaniini-indi-
kaattorit ovat proteiini-virheen indikaattoreiden uusi
luokka. Ennen t&td keksintdd merosyaniinivédriaineet olivat
tuntemattomia proteiini-virheen indikaattoreina. Proteii-
nivirheen merosyaniini-indikaattorit ovat hytdyllisia pro-
teiinin havaitsemiseksi. Proteiinivirheen merosyaniini-

indikaattoreita ovat:

oy -

NG Q
\(Cﬂz)m -7

Q on -Cl, -Br tai -I;

m on kokonaisluku 1 - 6;

Ron S, Se, O tai C(CH,,,,),, jossa n on kokonaisluku
1 - 6; ja T on -S0,6 tai -H. Yhdenmukaisesti keksinnén
eraadn suoritusmuodon kanssa m on 3 tai 4; R on C(CH,;),; ja
T on -80,6.
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Toisena ja tarkednd tamén Kkeksinndn Kohteena on
analyyttinen reagenssiliuska, joka sis&@lt&d proteiinivir-
heen merosyaniini-indikaattoria proteiinin havaitsemiseksi
nestemaisissd ndytteissd.

Vield yhteni témidn keksinndn kohteena on menetelméd
proteiinin havaitsemiseksi nestemdisessd naytteessd. Mene-
telmd k&sittdad analyyttisen reagenssiliuskan kostuttamis-
vaiheen nestemidiselli ndytteelld. Koeliuska koostuu absor-
boivasta kantoaineesta, joka on impregnoitu v&hintain yh-
delli edelld kuvatulla proteiinivirheen merosyaniini-indi-
kaattorilla. Koeliuskaa tarkkaillaan sitten minkd tahansa
vérimuutoksen havaitsemiseksi. Varimuutos osoittaa prote-
iinin l&sn#olon nestemiisessi nadytteessd.

Kuvio 1 on kaavamainen kuvaus proteiinivirheen me-
rosyaniini-indikaattoreiden synteesistd:;

kuvio 2 kuvaa kéyrdd, jossa tutkitaan albumiinian-
noksen vaikutusta analyyttiseen koeliuskaan, joka on im-
pregnoitu 0,3 mM SPDIB:lla (l-(w-sulfopropyyli)}-2-(4'-
hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium
betaiini) pH:ssa 2,5.

Taman keksinnén kohteena on yhdisteiden uuden luo-
kan keksiminen, jotka ovat hy®dyllisid proteiinivirheen
indikaattoreina. Yhden t&m#&n keksinnén kohteen mukaisesti
on havaittu, ettd Keksinndn merosyaniiniyhdisteet reagoi-
vat proteiinin kanssa aiheuttaen havaittavan varimuutoksen
merosyaniiniyhdisteessd. Toisen t&mén keksinnén kohteen
mukaisesti on havaittu, ettd analyyttiset reagenssiliuskat
proteiinin m&drittdmiseksi nesteissid, voidaan saada impre-
gnoimalla absorboiva paperikoeliuska uusilla tdm&n keksin-
ndn proteiinivirheen indikattoreilla. Vield yhden t&dmén
keksinntn kohteen mukaisesti on havaittu, ettd timdn kek-
sinnén uudet proteiinivirheen indikaattorit ovat hyddylli-
sid vesipitoisissa nestekokeissa. T&md on erityisen hyé-
dyllista, Koska aikaisemman alan proteiinivirheen indi-

kaattorit, kuten bromifenoli sininen, tarvitsevat orgaa-
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nisia liuottimia, jotka voivat haitallisesti reagoida tes-
tattavan ndytteen proteiinin Kanssa. KeksinnOn mukaisilla
proteiinivirheen indikaattoreilla on myﬁs'pKa—arvot 3,5:n
yldpuolella. Tamad on edullista, koska laajaa valikoimaa
puskureita voidaan kaytt&dad neste- tai mittatikkureagenssi-~
en konstruoinnissa.

Seuraavassa kuvatut uudet proteiinivirheen indi-
kaattorit ovat oranssinvdrisid ja kosketuksessa ndytteen
kanssa, joka sisdlt88 proteiinia, muuttuvat vdrilt&s&n voi-
makkaan vaaleanpunaisiksi. V&rin voimakkuus kuvaa prote-
iinin pitoisuutta ndytteessd. Muodostunut vaaleanpunainen
vari poikkeaa selvasti negatiivisen testin oranssista va-
ristd. Keksinndn mukaisten proteiinivirheen indikaattorei-
den havaitsevuusalue on edullisesti n. 15 - 500 mg/dl pro-
teiinia ndytteessd.

Viitaten havaittavaan varimuutokseen oranssista
vaaleanpunaiseksi, t&médn keksinndén mukaisesti valmistetut
koeliuskat ovat diagnostinen apu proteiinin havaitsemisek-
si biologisissa nesteissd, muodostaen selvdsti erilaisen
varin proteiinin l&snd ollessa, joka on selvdsti erotetta-
vissa negatiivisen kokeen oranssista vdristd. Tami poik-
keaa muista koeliuskoista, jotka muuttuvat hieman yhdesta
varisadvystd toiseen albumiinin l&sndollessa, esim. keltai-
sesta kellanvihredksi. Negatiivisen testin tunnusomainen
oranssinen vari ja positiivisen testin tunnusomainen vaa-
leanpunainen v&ri n&hd#&n huomattavana erona verrattuna
edeltdviin menetelmiin ja indikaattoreihin, joita on kay-
tetty proteiinien havaitsemiseksi nestemiisissd naytteis-
sd. Spesifisemmin, keksintd tarjoaa l&iakidreille luoteta-
vamman menetelmd@n proteiinin havaitsemiseksi nadytteessa.
Muutos oranssista vaaleanpunaiseksi helpottaa tuloksien
tulkintaa. Téméd johtaa pienempdin mddraan tulkintavirheité
ja tdsta johtuen alhaisempiin kustannuksiin kayttajdlle.

Taman keksinnon proteiinivirheen merosyaniini-in-

dikaattori on yhdiste:
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Q
\(Cﬂz)m -T

jossa: Q on -Cl, -Br tai -I; m on Kokonaisluku 1 -
6; R on S, 0, Se tai C(CH,,,,),, jossa n on kokonaisluku
1 - 6; ja

jossa T on -S0,6 tai ~H. Edullisemmin, Q on -Br tai
-I; m on kokonaisluku 2 - 4; R on C(CH,;),; ja T on -S0,6.

Edullisimmin, Q on -I; ja m on 3.

On ymmdrrettdava, ettd t&mad keksintdé kuvaa mero-
syaniiniluokan vériaineiden k&ytt68 proteiinivirheen in-
dikaattoreina ensimm#istd kertaa ja, t&ménmukaisesti, ké&-
sitt88 suuren madrdn substituoituja johdannaisia. On il-
meistd, ettd8 kaavan aromaattiset renkaat voivat sis&ltia
monia substituenttiryhmid poikkeamatta témén keksinndn
piiristd. N&diden substituenttiryhmien m&ardd rajoittaa
ainoastaan alaan perehtyneen kyky valmistaa stabiileja
yhdisteitd, joilla on t&mdn keksinnon proteiinivirheen
indikaattoriominaisuuksia, ja tdllaisiin ryhmiin kuuluvat
substituoimaton ja substituoitu alkyyli, substituocimaton
Jja substituoitu aryyli, alkoksi, aryylioksi, halogeeni
(esim. fluori, kloori, bromi), nitro ja substituoitu ami-
no, kuten dialkyyliamino.

Taman keksinndn yhteydessd "alkyyli" esittdid subs-
tituoimattomien hiilivetyj&&dnndsten haarautumattomia ja
haarautuneita muotoja, joilla on yleinen kaava -CH,,.,,
edullisesti "alempi alkyyli" alifaattisia, joissa n on 6
tai vahemmdn, kuten metyylid, etyylid, n-propyylii, iso-
propyylid, n-butyyli&, iso-butyylid, tert-butyylid, n-
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heksyylis ja vastaavia, kuten myds niiden substituoituja
muotoja.

Edelleen, té&mé&n keksinndn yhteydess&d "aryyli" k&-
sittdd orgaaniset jadanndkset, jotka on saatu aromaattises-
ta hiilivetyrenkaasta tai rengasjdrjestelméstd poistamalla
vetyatomi, ja késittdvidt substituoimattomat hiilivetyren-
gasjadsdnnokset, kuten fenyylin ja naftyylin, ja niiden
substituoidut muodot. T&t& keksintdd varten, aryylijdén-
noéksid ovat ne yhdisteet, joissa on yksi tai useampi sama
tai erilainen funktionaalinen ryhm8 tai substituentti,
jonka alaan perehtynyt voi valita antamaan ta&m&n keksinndn
proteiinivirheen merosyaniini-indikaattoriyhdisteita,

Yksityiskohtaisemmin, miss& "aryyli" ja "alkyyli"
ovat substituoituja, t&llaisen substituoinnin on tarkoi-
tettu kdsittdvan sellaiset ryhmédt tai substituentit, kuten
mono- tai polysubstituoidut funktionaalisilla ryhmills,
jotka eivdt olennaisesti poikkea n&iden yhdisteiden hy&-
dyllisistd ominaisuuksista. Tdllaisia funktionaalisia ryh-
mid ovat kemialliset ryhmdt, jotka voidaan lis&td synteet-
tisesti ja aikaansaavat té&man keksinndn stabiileja ja hyo-
dyllisid proteiinivirheen merosyaniini-indikaattoriyhdis-
teitd. Esimerkkejd tdllaisista funktionaalisista ryhmista
ovat, mutta eivdt rajoitu ndihin, halogeeni (esim. fluori,
kloori, bromi), substituoitu amino, kuten dialkyyliamino,
nitro, alkoksi, aryylioksi, alkyyli ja aryyli.

Keksinntn edustavia proteiinivirheén merosyaniini-
indikaattoreita ovat: 1~Ka-sulfdpropyyli)-2-(4'—hydroksi—
3',5"-dibromistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini;
1-(®w-sulfobutyyli)-2-(4'~hydroksi~3"',5"'~-dijodistyryyli)-
bentsotiatsolium betaiini; 1-(w-sulfoetyyli)-2-(4'-hydrok-
si-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli~indolinium betaii-
ni; 1-(@-sulfopropyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5'-dijodistyryy-
11)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini; 1-(@sulfobutyyli)-
2-(4'-hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)~3, 3-dimetyyli-indo-
linium betaiini ja l-(n-butyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5"'~di-
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jodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium jodidi. Yksityis-
kohtaiset kuvaukset edelld lueteltujen proteiinivirheen
merosyaniini-indikaattoreiden valmistamisesta on esitetty
seuraavissa esimerkeissi.

Kuvio 1 kuvaa monien tdmén keksinndn proteiinin me-
rosyaniini-indikaattoriyhdisteiden valmistusta. Kemia on
vksinkertaista ja k&sitt88 tavallisesti aromaattisen hyd-
roksialdehydin Kkytkemisen heterosyklisen Kkvaternaarisen
suolan kanssa emdksisissd8 reaktio-olosuhteissa. Keksinndn
proteiinivirheen merosyaniini-indikaattorit ovat vesiliu-
koisia. Tdmd on etu, koska n&itd indikaattoreita voidaan
lisata suoraan vesipitoisiin jé@rjestelmiin proteiinin ha- -
vaitsemiseksi, esim. virtsan, veren, veriseerumin, vesi-
pitoisten'geelien (elektroforeettisten geelien), vesipi-
toisiin liuoksiin, Yleiset menetelmidt proteiinivirheen
merosyaniini-indikaattoreiden valmistamiseksi on esitetty
kuviossa 1 ja niitd on k#sitelty yksityiskohtaisemmin seu-
raavissa esimerkeissd.

Yhtend tamén keksinndn kohteena on analyysikoelius-
ka proteiinin havaitsemiseksi nestemdisesssd nidytteesd tai
geelissd, joka liuska sisdltdid absorboivaa kantoainetta,
joka on impregnoitu jollakin edeilé kuvatuista proteiini-
virheen merosyaniini-indikaattoriyhdisteistd. Koeliuskan
absorboiva kantoaine on edullisesti suodatinpaperi. Muita
aineita, jotka ovat kdyttokelpoisia absorboivana kantoai-
neena, ovat huopa, huokoiset keraamiset liuskat ja kudotut
tai takkuiset lasikuidut, joita on kuvattu US-patentissa
nro 3 846 247. Hyvaksyttdvdid on myds villan, kankaan, ime-
vdn materiaalin ja hienokiteisten aineiden kayttd, mitd on
kuvattu US-patentissa nro 3 552 928. vVaihtoehtoisesti ab-
sorboiva kantoaine voi olla ei-huokoinen, kuten erilaiset
polymeeriset kalvot, lasi ja vastaavat. Kaikki t#dllaiset
absorboivat kantoaineet ovat soveltuvia t&m&n keksinnén
kadyttdd varten, kuten muutkin. Kuitenkin on havaittu, etta

suodatinpaperi on erityisen sopiva.
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Absorboiva liuska on edullisesti impregnoitu pusku-
rilla. Mik3 tahansa puskurijérjestelmd, jonka pH voidaan
sdatidsd alueelle n. 1,5 - 4,5, on hyddyllinen t&m&n kek-
sinndn k#ytdssd. Edullisesti puskurijdrjestelmé@n pH on
sdddetty alueelle 2,0 - 4,0 ja on edullisimmin n. 3,5.
Menetelmén mukaisesti analyysikoeliuska saatetaan koske-
tukseen nestemdisen ndytteen tai geelindytteen kanssa.
Liuskaa tarkastellaan sitten véarin muutoksen havaitsemi-
seksi. varimuutos kuvaa proteiinin l&sn8oloa ndytteessd.

Seuraavat esimerkit on esitetty kuvaamaan téman

‘keksinndn edullisia suoritusmuotoja ja kdyttdtarkoituksia

eikd niiden tarkoituksena ole rajoittaa tédta keksintoa,
ellei toisin ilmoiteta liitetyisssd patenttivaatimuksissa.

Esimerkit

Esimerkki 1

1-(0O -sulfopropyyli)-2-(4'~hydroksi-3',5'-dibromi. -

styryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini

Liuos, jossa oli 3,5-dibromi-4-hydroksibentsaldehy-
did (Lancaster Synthesis, Ltd., Windham, NH USA) (2,0 g,
7,14 mmoolia), 1-(&-sulfopropyyli)-2,3,3-trimetyyli-indo-
linium betaiinia (Belg. 726 639; CA 73: P82538a) (2,0 g,
7,11 mmoelia) ja piperidiinia (0,4 ml) EtOH:ssa (30 ml),
pidettiin inertin kaasun ilmakehdssd. Liuosta palautus-
jéahdytettiin 50 minuuttia ja jaahdytettiin j&&hauteessa.
Reaktioseos haihdutettiin kuiviin tyhjdssd ja otettiin
talteen minimimd&&r&aan metanolia (MeOH). Tdmdn jdlkeen liu-
os kromatografoitiin silikageelilla (600 g) Kkéayttden
MeOH/CHC1, (1 : 4 tilav./tilav.) eluenttina. Jakeet, jotka
sisdlsivat purppuranpunaista p#idyhdistettd, yhdistettiin
ja tehtiin happamaksi ylimddrdlla HCl 2-propanolissa
(iPrOH) aikaansaamaan varimuutos purppuranpunaisesta kul-
lankeltaiseksi. Liuos haihdutettiin kuiviin tyhjéssa.
Jaannods otettiin talteen kuumaan EtOH:hon (n. 25 ml) ja
kiteytettiin j&ahdytt&en. Erotetut kiintedt aineet ker&t-
tiin suodattamalla, pestiin jadkylmdllsé EtOH/heksaanilla
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10

(3 : 1 tilav./tilav.) ja kuivattiin tyhj®ss8 antamaan ana-
lyyttisesti puhdas yhdiste 1-( -sulfopropyyli)-2-(4'-hyd-
roksi-3',5'-dibromistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium be-
taiini (0,96 g, 25 %) kullankeltaisina kiteind. Yhdisteel-
18 ei ollut selvdd sulamigpistettd, mutta tummeni l&mpd-
tiloissa yli 200 °C. Edelld kuvattu menetelmd yhdisteen
valmistamiseksi on yleisesti kuvattu reaktiona A kuviossa
1. Spektroskooppiset tiedot yhdisteen tunnistamiseksi on

esitetty seuraavassa taulukossa 1.

Taulukko 1 _
IR (kBr) cm™ 3438, 3055, 1606, 1577, 1519, 1475, 1406,
1372, 1305, 1277, 1212, 1173, 1124, 739
'H NMR (DMS0-4°)& 8,58 (s, 2H), 8,29 (4, J=16,0 Hz, 1H),
7,97 (4, J=7,7 Hz,1H), 7,84 (d tai d,
J,=2,0 Hz ja J,=6,6 Hz, 1H), 7,67 (d,
J=16 Hz, 1H), 7,54 - 7,64 (m, 2H),
4,81 (t, J=7,6 Hz, 2H), 3,77 (v. br.
s, 1H), 2,63 (t,7=6,6 Hz, 2H), 2,10 -
2,22 (m, 2H) 1,76 (s, 6H)
*C NMR (DMSO-d®)ppm 181,6, 155,6, 153,3, 143,8, 140,9,
135,1, 129,2, 129,1, 128,7, 123,0
115,2, 112,5, 111,6, 52,2, 47,3, 45,5,
25,6, 24,8,
Analyysi: Laskettu C,H,,Br,NO,S+%EtOH:1lle:
C 46,65; H 4,27; N 2,47
Havaittu: C 46,48; H 4,50; N 2,33.

Esimerkki 2

1-(6>sulfobutyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5'~dijodisty~

ryyli)bentsotiatsolium betaiini

Seos, jossa oli 3, 5-dijodi-4-hydroksibentsaldehydia
(Lancaster Syntheses, Ltd., Windham, NH, USA) (3,74 g, 10
mmoolia), 3~(0S -sulfobutyyli)~2-metyylibentsotiatsolium
betaiinia (Brit. 742, 112; CA 50: P11149c) (3,71 g, 13
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mmoolia) ja piperidiinid (0,8 ml) EtOH:ssa (30 ml), pidet-
tiin inertin kaasun ilmakeh&ssd. Liuosta palautusjdshdy-
tettiin yksi tunti ja j&&hdytettiin sitten ympéristtn l&m-
pdtilaan. Reaktioseos tehtiin happamaksi riitt8v&lld m&a-
rdlla 1,93 M vetykloridihappoa i-PrOH:ssa aiheuttamaan
varimuutos purppurasta keltaiseksi, samalla kun kiinteat
aineet erottuivat liuoksesta. Kiintedt aineet kerdttiin
suodattamalla, pestiin EtOH:lla ja Kkuivattiin. S8Sitten
kiintedt aineet liuotettiin l&mpim&dn (55 °C) EtOH/MeOH/
H,O0:hon (3:2:1 tilav. /tilav./tilav.) (300 ml), joka sisalsi
2 M vesipitoista natriumhydroksidia (5,2 ml), suodatettiin
piimaan ldpi (Johns-Manville Corp., Denver, CO USA) ja
saostettiin lisddamdlld 3 M vesipitoista vetykloridihappoa
(6 ml). Ja&&hdyttdmisen jadlkeen jadhauteessa kiintedt ai-
neet Kerdttiin suodattamalla, pestiin EtOH:lla ja kuivat-
tiin tyhjbssd. Sitten kiinteitd aineita kiehutettiin etik-
kahapossa (HOAc) (600 ml), suodatettiin ja kuivattiin tyh-
jossd 115 °C:ssa antamaan analyyttisesti puhdas yhdiste 1-
@»sulfobutyyli)~2-(4'-hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)bent-
sotiatsolium betaiini (5,10 g, 79 %) keltaisena jauheena.
Edelld Kkuvattua menetelmdé& vyhdisteen valmistamiseksi on
vleisesti kuvattu reaktiona B kuviossa 1. Spektroskooppi-
set tulokset yhdisteen tunnistamiseksi on esitetty seuraa-

vassa taulukossa 2.

Taulukko 2
IR (KBr) cm™ 3436, 1608, 1572, 1529, 1497, 1458, 1396,
1318, 1267, 1208, 1038

'H-NMR  (DMS0-d%)6 8,55 (s, 1H), 8,30 - 8,50 (m, 3H),
7,92 - 8,16 (m, 3H), 7,73 - 7,88 (m,
2h), 4,95 (br, t, J=7,5 Hz, 2H), 2,53
(t, J=7,1 Hz, 2H), 1,98 (br, m, 2H),
1,81 (q, J=7,0 Hz, 2H)

“C-NMR (DMSO-d®)ppm 171,4, 159,1, 148,1, 146,1, 141,0,
140,6, 131,5, 129,2, 128,0. 123,9,
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116,7, 112,2, 86,4, 50,0, 48,8, 27,2,
21,9
Analyysi laskettu C,.H,,I,NS,0,:1lle
C 35,58; H 2,67; N 2,18
Havaittu: C 35,52; H 2,75; N 2,06.

Esimerkki 3

1-( =-sulfoetyyli)-2-(4'~hydroksi-3',5'-dijodisty-

ryyli)-3,3~dimetyyli-indolinium betailni

Seos, jossa oli 3,5-dijodi—4—hydroksiQbentsaldehy—
dia (3,73 g, 10 mmoolia), 1l-(w-sulfoetyyli)-2,3,3-trime-
tyyli-indolinium bromidia (US 2 503 776; CA 44: P5738i)
(6,61 g; 19 mmoolia) ja piperidiinid (2,0 ml) EtOH/
MeQH:ssa (2 : 1 tilav./tilav.) (60 ml), pidettiin inertin
kaasun ilmakehdssé&d. Liuosta palautusjddhdytettiin neljé
tuntia, jddhdytettiin ympériston lé&mpdtilaan ja haihdutet-
tiin kuiviin tyhjdssd jatté&mddn ruskea ja&nnds. Ruskea
jéddnnds otettiin talteen MeOH:hon (2 - 3 ml). T&td liuosta
kadsiteltiin trietyyliamiinilla (NEt;) (2 ml) ja kromatogra-
foitiin silikageelills kayttden MeOH/CHCl, (1:4 tilav./ ti-
lav.) eluenttina. Jakeet, jotka sisdlsivét purppuranviris-
ta tuotetta, yhdistéttiin ja haihdutettiin kuiviin tyh-
jbssa. Tamd raaka tuote otettiin talteen EtOH:hon (10 ml),
tehtiin happamaksi riitt&v&lld mi&rdalls 1,93 M HCL
iPrQH:ssa aiheuttamaan vidrimuutos purppurasta keltaiseksi.
TA&m& liuvos haihdutettiin kuiviin. J&&nnds otettiin talteen
EtOH/heksaaniin (3:1 tilav./tilav.) ja jaahdytettiin uu-
destaan, Kkunnes liuos kiteytyi. Erotetut kiteiset aineet
Kerdttiin suodattamalla. Kiintedt aineet pestiin jd&kyl-
mdllad EtOH:1lla ja sitten EtOH/heksaanilla. Jaljellejdidneet
kiintedt aineet kuivattiin tyhjdssd antamaan yhdiste 1-(@®-
sulfoetyyli)-2-(4'-hydroksi~3',5'~dijodistyryyli)-3,3-di-
metyyli-indolinium betaiini (0,80 g; 12,8 %). Uudelleen-
kiteyttédminen EtOH/HOAc:sta antoi analyyttisesti puhtaan

vyhdisteen tummana punertavanruskeana jauheena. Edelld ku-
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vattua menetelmdd yhdisteen valmistamiseksi on yleisesti
kuvattu reaktiona C kuvassa 1. Spektroskooppiset tulokset
yhdisteen tunnistamiseksi on esitetty seuraavassa taulu-

kossa 3.

Taulukko 3
IR (KBr) cm™® 3444, 2992, 1608, 1574, 1530, 1469, 1399,
1371, 1327, 1296, 1282, 1230, 1212, 1178,
1141, 1086, 1033, 964
'H-NMR (DMS0-4d°)6 8,58 (s, 2H), 8,18 (4, J=16,3 Hz, 1lH),
7,69 - 7,88 (m, 4H), 7,51 - 7,62 (m,
2H), 4,82 (t, J=5,7 Hz, 2H), 3,04 (t,
J=6,1 Hz, 2H), 1,73 (s, 6H;
3C NMR (DMSO-@°)ppm 182,4, 160,0, 149,1, 143,6, 141,4,
140,7, 130,5, 128,8, 122,8, 115,1,
112,9, 87,3, 52,0, 47,7, 43,7, 25,4
Analyysi laskettu C,H,,I,NO,S+%EtOH:1le
C 39,02; H 3,43; N 2,16
Havaittu: C 39,25; H 3,47; N 2,25,

Esimerkki 4

1-(C -sulfopropyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5'~di-jodi-~

styryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini (SPDIB)

Seos, jossa 0li 3,5-dijodi-4-hydroksi-bentsaldehy-
dia (3,73 g, 10 mmoolia), 1-(-sulfopropyyli)-2,3,3-tri-
mety?li-indolinium betaiinia (3,65 g, 13 mmoolia) ja pipe-
ridiinid& (0,8 ml) EtOH:ssa (n. 50 ml), pidettiin inertin
kaasun ilmakehdss&. Liuosta palautusjashdytettiin 2,75
tuntia ja jaahdytettiin sitten jdidhauteessa. Liuos tehtiin
happamaksi 1,93 M HC1:113 i-PrOH:ssa (5,0 ml). Tumma ter-
vamainen aine erottui ja se kerdttiin suodattamalla ja
trituroitiin kiehuvalla HOAc:114. Yhdistetyt trituraatit
haihdutettiin kuiviin tyhj¢ssd, otettiin talteen HOAc:hen
(20 ml) ja annettiin kiteytyd. Erotetut kiintedt aineet
kerdttiin suodattamalla, pestiin HOAc:11ld ja kuivattiin
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tyhjbssd antamaan yhdiste 1-(G-sulfopropyyli)-2-(4'-hyd-
roksi-3',5'~-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium be-
taiini (4,37 g, 68 %) oranssinvdrisend jauheena. Yhdiste
uudelleenkiteytettiin HOAc:std antamaan analyyttisesti
puhdas yhdiste. Edelld kuvattu menetelmd yhdisteen valmis-
tamiseksi on yleigesti kuvattu reaktiossa D kuvassa 1.
Spektroskooppiset tiedot yhdisteen tunnistamiseksi on esi-

tetty seuraavassa taulukossa 4.

Taulukko 4
IR (KBr) cm* 1604, 1572, 1526, 1468, 1402, 1376, 1274,
'" 1214, 1173, 766, 722
'H NMR (DMSO_d°%)& 8,71 (s, 2H), 8,21 (4, J=15,5 Hz, 1H),
7,92 (4, J=7,2 Hz, 1H), 7,81 (4, J=6,6
Hz, 1lH), 7,50 - 7,65 (m, 3H), 4,72 -
4,82 (v, br, m, 2H), 3,57 (v, br, s,
1H), 2,61 (t, J=6,5 Hz, 2H), 2,07 -
2,20 (v, br, m , 2H) 1,76 (s, 6H)
¥c NMR (DMSO-d®)ppm 181,3, 160,6, 151,1, 143,7, 142,0,
140,9, 130,0, 129,1, 122,9, 115,0,
110,7, 87,4, 52,0, 43,7, 45,4, 25,7
24,7
Analyysi laskettu C,H, NO,S-%H,0:1le
C 39,02; H 3,43; N 2,17
Havaittu: C 39,01; H 3,46; N 1,94.

Esimerkki 5

1-( 62 -sulfobutyyli)-2-(4'~hydroksi-3',5'-di-jodi-

styryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini

Seos, jossa 0li 3,5-dijodi-4-hydroksibentsaldehydia
(1,87 g, 5 mmoolia), 1l-(6>-sulfobutyyli)-2,3,3-trimetyyli-~

indolinium betaiinia (R. B. Mujumdar et al., Cytometry 10,

11 - 9 (1989)) (2,36 g, 8 mmoolia) ja piperidiinia
(0,4 ml) EtOH:ssa (35 ml), pidettiin inertin kaasun ilma-
kehdssd. Liuosta palautusjashdytettiin 2,5 tuntia ja j&aah-



10

15

20

25

30

35

15

dytettiin sitten ympéristdn ldmpdtilaan. Reaktioseos teh-
tiin happamaksi ylim&8r&lld 1,93 M HCl i-PrOH:ssa ja haih-
dutettiin Kkuiviin tyhjdssd jéttim#dn ja&nnds. Jadnnbs
otettiin talteen EtOH:hon (10 ml). Seistessadn jadkaapissa
kiinte&t aineet erottuivat seoksesta. Kiintedt aineet ke-
rattiin suodattamalla, pestiin j&a8kylm&lld EtOH/heksaanil-
la (3:1 tilav./tilav.) ja tyhjokuivattiin antamaan orans-
sinv8rinen kiinted aine (3,36 g). Raaka tuote otettiin
talteen kiehuvaan EtOH:hon (n. 30 ml) ja saostettiin uu-
destaan vAlittOmasti. Lisdttiin lisdada kiehuvaa EtOH (n.
220 ml), mutta kiinted aine ei liuennut uudelleen. J&a&h-
dyttémisen jdlkeen jaissé kiintedt aineet koottiin suodat-
tamalla, pestiin EtOH:1lla ja kuivattiin tyhjossd antamaan
analyyttisesti puhdas yhdiste 1-(®W-sulfobutyyli)-2-(4'-
hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium
betaiini (1,54 g, 47 %) oranssinvdrisend jauheena. Edella
kKuvattua menetelmda yhdisteen valmistamiseksi on yleisesti
kuvattu reaktiona E kuviossa 1. Spektroskooppiset tulokset
vhdisteen tunnistamiseksi on esitetty seuraavassa taulu-

kossa 5.

Taulukko 5
IR (KBr) cm™ 2977, 1605, 1572, 1525, 1469, 1401, 1372,
1308, 1271, 1214, 1182, 1120, 1034, 769,
714
'H NMR (DMSO0-d%)6 8,71 (s, 2H), 8,24 (4, J=16,0 Hz, 1H),
7,90 - 7,97 (m, 1lH), 7,81 - 7,87 (m,
1H), 7,53 - 7,64 (m, 3H), 4,68 (t,
J=7,2 Hz, 2H), 2,45 - 2,55 (m, 2H),
1,89 - 2,00 (m, 2H), 1,75 - 1,83 (m,
2H), 1,76 (s, 6H)
“C NMR (DMSO-d°)ppm 181,3, 160,5, 151,1, 143,7, 141,09,
140,8, 130,0, 129,0, 122,9, 115,2,
110,7, 87,3, 52,0, 50,3, 46,2 27,2,
25,8, 22,3
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Analyysi: laskettu C,,H,;I,NOS:1lle
C 40,57; H 3,56; N 2,15
Havaittu: C 40,59; H 3,50; N 1,99.

Esimerkki 6

1-(n-butyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5"'-dijodistyryyli)-

3,3-dimetyyli-indolinium jodidi

Seos, jossa oli 3,5-dijodi-4~hydroksibentsaldehydia
(3,73 g, 10 mmoolia), 1l-(n-butyyli)-2,3,3-trimetyyli-indo-
linium jodidia (D. P. Maisuradze et al., Soobschch. Akad.
Nauk Gruz. SSR 50, 77 =~ 82 (1968); CA 69: 106526r)
(4,46 g, 13 mmoolia) ja piperidiinia (0,8 ml) EtOH:ssa (40
ml), pidetfiin inertin kaasun ilmakehdsséd. Liuosta palau-
tusjdsdhdytettiin yksi tunti ja ja&hdytettiin ympdristdn
lampdtilaan. Liuvos haihdutettiin kuiviin tyhjossa jatta-
mddn j8dnnds. Ja&nnos otettiin talteen EtOH:hon (10 ml) ja
kdsiteltiin 1,93 M HCl:1ld i-PrOH:ssa (3,0 ml). Liuos
haihdutettiin senjdlkeen uudelleen kuiviin tyhj®ssd jattd-
mddn jaannods. Jadnnds otettiin talteen EtOH:hon (4 ml).
Liuos j&&hdytettiin ja muodostui wvalittomasti kiteitsa,

Erottuneet kiteiset aineet koottiin suodattamalla, pestiin

jadkylmalld EtOH:1lla ja kuivattiin tyhjossd antamaan raaka

"1-(n-butyyli)-2-(4'-hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-

dimetyyli-indolinium jodidi (4,90 g, 80,7 %). Raaka yhdis-
te otettiin talteen kuumaan EtOH:hon (60 ml), suodatettiin
paperin la8pi ja vdkevoitiin tyhjtssd n. 30 ml:ksi. Liuok-
sen annettiin kiteytyd. Kiteiset kiintedt aineet erotet-
tiin, pestiin ja kuivattiin kuten edelld, antaméan ana-
lyyttisesti puhdas yhdiste 1-(n-butyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium jodidi
(3,90 g, 56 %) vaalean oranssinvarisena jauheena. Edelld
kuvattua menetelmédsd yhdisteen valmistamiseksi on yleisesti
kuvattu reaktiona F kuvioséa 1. Spektroskooppiset tulokset
yhdisteen tunnistamiseksi on esitetty seuraavassa taulu-

kossa 6.
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Taulukko 6
IR (KBxr) cm™ 3361, 2979, 1605, 1574, 1530, 1463, 1402,
1372, 1320, 1250, 1213, 1198, 1136
'H NMR (DMS0O-d°)6 8,63 (s, 2H), 8,23 (d, J=15,9 Hz, 1lH),
7,39 - 7,87 (m, 6H), 4,65 (t, J=7,0,
2H), 1,73 - 1,85 (m, 2H), 1,76 (s,
6H), 1,34 - 1,48 (M, 2H), 0,93 (t,
J=7,3 Hz, 3H)
3¢ NMR (DMSO-d®)ppm 181,2, 160,7, 150,9, 143,7, 141,7,
140,7, 129,8, 129,0, 123,0, 115,0,
110,4, 87,7, 52,0, 46,1, 30,4, 25,8,
19,2, 13,7
Analyysi: laskettu C,,H,,I,NO-EtOH:1lle
C 38,68; H 4,06; N 1,89
Havaittu: C 38,55; H 3,96; N 1,91

Esimerkki 7

Koekidyttd ihmisen veriplasman albumiinille

Tamdn keksinnén mukaisen proteiinivirheen merosya-
niini-indikaattoriyhdisteiden hytdyllisyytté nestemdisessa
ndytteessd proteiinitasojen maidrittémiseksi nestemédisessd
testindytteessd on kuvattu seuraavassa taulukossa 7. Yh-
disteiden liuos 200 mM - 250 mM Na'~ tai K'-sitraattipus-
kurissa pH:ssa ainakin 0,5 yksikkodda alle yhdisteen pK,,
valmistettiin ja sen absorbanssi mitattiin seuraavassa
Juetelluilla aallonpituuksilla. Liuosta kdsiteltiin sitten
riittédvdlls m&drédlld ihmisen veriplasma-albumiinia muodos-
tamaan albumiinipitoisuus 100 mg/dl ja absorbanssi mitat-
tiin j&lleen. Ilmoitettu nousu absorbanssissa (A abs) on
verrannollinen 1l&dsndolevan albumiinin médr&d&n ndhden ja
osoittaa vdriaineen suhteellisen herkkyyden mitattavalle

proteiinille.
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Taulukko 7
Yhdiste Yhdiste Yhdlsteen Analyysi Analyysi delta RBS
nro pka. vihenevyys (M) ph lambda (nm)

.59 1,0x10°3 3,0 522 0,156
.35 2.5x107% 3,5 506 0.027

.65 2,0x1073 3.0 541 0,402

3
4
3,65 1.5x1073 3,0 543 0,255
3
3.52 1,8x107° 3,0 535 0,322

[+ T ~ B B - -

Yhdiste A on 1l-(®-sulfopropyyli)=-2~(4'-hydroksi-
3',5'-dibromistyryyli)-3, 3-dimetyyli-indolinium betaiini

Yhdiste B on 1l-(@-sulfobutyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)bentsotiatsolium betaiini

Yhdiste C on 1l-(@sulfoetyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli~indolinium betaiini

Yhdiste D on 1l-(@-sulfopropyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini '

Yhdiste E on 1-(6-sulfobutyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini.

Esimerkki 8

Reagenssiliuskan valmistus

Erds menetelmd tdssé esitettyjen proteiinireagenssi
analyysiliuskojen valmistamiseksi on esitetty seuraavassa.
Kuvattu menetelmd on jatkuva menetelmd massaa muodostavien
proteiinireagenssi testiliuskojen valmistusta varten.

Menetelm&n mukaisesti ohut paperinen absorbentti-
liuska kuivattiin edullisesti nopeudella neljd tuumaa/mi-
nuutti. Erads edullinen paperi on E & D 237 (Ahlstrom Fil-
tration, Inc., Mount Holley Springs, PA, U.S.A.). Paperi
kastettiin puskuroituun kylpyyn, pH 2,5, jossa oli prote-
iinivirheen merosyaniini-indikaattoria SPDIB liuotettuna
etanoliin. Erdin edullisen suoritusmuodon mukaisesti kylpy
sisdlsi n. 0,03 - 0,08 mM SPDIB, 0,5 M kaliumsitraattipus-
kuria, pH 2,5 ja 20 % etanolia. Koeliuska kuljetettiin
sitten kuivaajan lapi, jonka ilmanpaine oli yksi tuuma ja
lampotila 60 °C, nopeudella nelja jalkaa/minuutti. Koe-

liuskat leikattiin sitten ja pakattiin.
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Esimerkki 9

SPDIB:t3 sisidltivien reagenssiliuskojen herkkyys

annokselle

Puskuroituun nestemdiseen ndytteeseen (50 mM kali-
umsitraattia, pH 2,5), Jjonka o0li valkuaisainekokeessa
osoitettu olevan wvailla albumiinia, lis&ttiin erilaisia
merkittdvid misarisd Pentex® ihmisen veriplasma-albumiinia
(HSA) (Miles, Inc., Elkhart, Indiana). Kayttden Clinitek
200F laitteistoa (Miles, Inc., Elkhart, Indiana) proteii-
nin mittaukset suoritettiin kdayttden analyysitestiliusko-
ja, jotka sisslsivat 0,3 mM SPDIB. |

Exrotuskyky ilmoitettiin kvantitatiivisesti delta
K/S~arvoina eri albumiinipitoisuuksille, kuten on osoitet-
tu kuviossa 2. K/S on laskettu kaavasta:

(I-R)?

K/S =
2R

jossa R on koelaitteiston reflektanssi, K on vakio

ja 8 on kyseisen aineen valonsirontakerroin. Edeltdva yh-

t#l6 on vksinkertaistettu muoto hyvin tunnetusta Kubelka-

Munk yht&léstd (katso Gustav Kortum, "Reflectance Spek-
troscopy", sivut 106 - 11, Springer Verlag, New York
(1969). K/S mddritettiin 25 sekunnissa.

Edelld kuvatut reagenssiliuskat analysoitiin niiden
herkkyyden suhteen eri proteiinim&drille. Tulokset tasta
tutkimuksesta on esitetty p&#dkohdittain kuvassa 2. Kuten
kuvasta 2 n&hddan, keksinndn mukainen liuska oli herkka
laajalla alueella proteiinipitoisuuksia.

Lis8ksi 0li ndhtdvissd merkittdvd erottelukyky pro-
teiinipitoisuuksien valilla tdman Keksinntn mukaisesti.

Vaikka keksintd on sopiva erilaisia modifiointeja
ja vaihtoehtoisia muotoja varten, sen spesifisid suoritus-
muotoja on Kkuvattu esimerkinomaisesti ja tdssd Kkuvattu

yksityiskohdittain. On kuitenkin ymmarrettdva, ettd eri-
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tyisten kuvattujen muotojen ei ole tarkoitettu rajoittavan
keksintbd, vaan plinvastoin, tarkoituksena on kattaa kaik-
ki modifioinnit, ekvivalentit ja vaihtoehdot, jotka kuulu-
vat tamidn keksinndn henkeen ja piiriin, kuten on mdaritet-

ty liitetyissad patenttivaatimuksissa.
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Patenttivaatimukset:

1. Proteiinivirheen merosyaniini-indikaattoriyhdis-

te:
jossa:
m on kokonaisluku 1 - 6;
Q on -Br, -1 tai Cl; _
R on S, Se, O tai C(CH,...),,
jossa:

n on kokonaisluku 1 - 6; ja

T on -50,6 tai -H.

2. Proteiinivirheen merosyaniini-indikaattoriyhdis-
te, tunnettu siitd, ettd se on l-(W-sulfopropyy-
1i)-2~-(4'-hydroksi-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-
indolinium betaiini.

3. Analyysikoeliuska proteiinin méarittdamiseksi
nestemdisessd ndytteessd, tunne t tu siitsd, ettd se
kdsittad absorboivan kantoaineen impregnoituna proteiini-
virheen merosyaniini-indikaattorilla.

4., Analyysikoeliuska proteiinin madrittamiseksi
nestemdisessd ndytteessd, t unne t tu siitd, ettd se
k&sittdd absorboivan kantoaineen impregnoituna proteiini-

virheen merosyaniini-indikaattorivhdisteelléd:
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jossa:

m on kokonaisluku 1 - 6;

Q on -Br, -1 tai Cl;

R on S, Se, O tai C(CH,,.,),,
jossa:

n on kokonaisluku 1 - 6; ja

T on -50,6 tai -H.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen analyysikoelius-
ka, tunnettu siitid, ettd m on kokonaisluku 3 tai
4; Q on -Br tai -I; R on C(CH,,,),, jossa n on kokonais-
luku 1 - 3; ja T on -S0,6.

| 6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen analyysikoelius-
ka, tunnettu siitd, ettd m on kokonaisluku 3; ja R
on C(CH,),.

7. Menetelmd proteiinin madrittémiseksi nestem&i-
sessd ndytteessd, t unne t tu siitd, ettd menetelma
kdsittd88 vaiheet, joissa:

a) kostutetaan analyysikoeliuska nestemdisella
naytteelld, joka koeliuska on absorboiva kantoaine, joka
on impregnoitu proteiinivirheen merosyaniini-indikaatto-
rivyhdisteelléd:

Q
R <<::)} OH
QL 2~
Q
(CHz)ﬂf—T
jossa:
m on kokonaisluku 1 - 6;
Q on -Br, -I tai -Cl;
R on §, Se, O tai C(CH,.,,),,
jossa:

n on kokonaisluku 1 - 6; ja
T on -50,8 tai -H; ja
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b) havainnoidaan ja taltioidaan mitk&d tahansa vdrin
muutokset, joka vdrin muutos on osoitus proteiinin ldsnd-
olosta ndytteessd.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd proteiinivirheen merosyaniini-indi-
kaattoriyhdiste on 1-(&-sulfopropyyli)-2-(4'-hydroksi-
3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indolinium betaiini.

9. Menetelmd proteiinin havaitsemiseksi ndytteessa,
tunnettu siit3d, ettid menetelmd kidsittd#a vaiheet,
joissa:

a) lisdtddn ndytteeseen proteiinivirheen merosya-

niini-indikaattoriyhdistetta:

jossa:

m'oh kokonaisluku 1 - 6;

0 on -Br, ~-I tai -Cl;

R on S, Se, 0 tai C(CH,,,,),,
jossa:

n on kokonaisluku 1 - 6; ja

T on -850,8 tai -H; ja

b) havainnoidaan ja merkitd&n muistiin mikd tahansa
vidrin muutos, joka vdrin muutos osoittaa proteiinin lasna-
olon naytteessi.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd proteiinivirheen merosyanii-
ni-indikaattoriyhdiste on 1l-(@-sulfopropyyli)-2-(4'-hyd-
roksi-3',5'-dijodistyryyli)-3,3-dimetyyli-indoliniumbeta-

iini.
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