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Stabiloidut hematologiset reagenssiliuokset - Stabiliserade
hematologiska reagensldsningar

Tim¥d keksintd koskee 2-fencksietanolin kéyttd#mistd bakteriostaattise-
na j;-fungistaattisena eli bakteerien ja sienien lisddntymistd eh-
kdisevénd aineena ja natriumfluoridin kdyttdmistd stabiloivana ai-
neena reagensseissa, kun suoritetaan hematologisia tutkimuksia k&yt-
téen Coulter-tyyppisid elektronisia hiukkasanalyysilaitteita.

Suomalaisessa . patentissa-f7/7'$ (patenttihakemus n:o 752687)

on tehty selkoa useaan tarkoitukseen soveltuvasta laimennusainees-
ta, jota voidaan kéyttdd etupddssi hematologisissa tutkimuksissa
kuten verisolujen laskemisessa ja hemoglobiinikonsentraation ja mui-
den tdrkeiden parametrien midrityksessi verindytteestd automaatti-
sen elektronisen Coulter-tyyppi# olevan hiukkasanalyysilaitteen avul-
la. .Liuos on osmoottisesti tasapainoitettu solun keskimddrdisen
volyymin stabiloimista varten, se on atsidivapaata ja siin¥ kidyte-
tddn 2-fenoksietanolia baktériostaattisena ja fungistaattisena ai-
neena.

Natriumfluoridia on kdytetty estdmién solunseindmien heikkenemistd,
mikd aiheutuu 2-fenoksietanolista, ja té&ten stabiloimaan punaisten
verisolujen keskimidrdiistd soluntilavuutta. Natriumfluoridi edistdid
myds hemoglobiinin muuttumista syanmethemoglobiiniksi hemoglobiinin



kolorimetrisiss¥ midrityksissd.

Bakteriostaattisen ja fungistaattisen aineen k#yttd on aiheutta-
nut t3h3n astil haitallisia vaihteluita punaisten verisolujen kes-
kimdlrdisessd soluntilavuudessa ja johtanut sen vuoksi punaisten
verisolujen keskimiddriisen soluntilavuuden ep#stabilisuuteen. Kos-
ka halutaan korvata natriumatsidi k#yttdm#lli bakteriostaattista
ainetta, kuten on selostettu aikaisemmin mainitussa patentissa, on
valittu 2-fenoksietanoli huolimatta siit¥, ettt} sit¥ ei ole koskaan
aikaisemmin kdytetty tédssd ominaisuudessa. 2-fenoksietanoli voi
kuitenkin aiheuttaa solun seinimien tuho;tumista tai soluntilawvuu-
den muuttumista. Hemolyysin eli solun sdrkymisen aiheuttaman prob-
leeman vilttdmiseksi on k&dytetty stabiloivaa ainetta syntyneessd
systeemissé. Vaikka natriumfluoridi on ollut jo kauan tunnettu
sdilymistd edistdvdn¥ aineena, esimerkiksi glukoosin s#ilyttémiseen
'verinaytteissa, on sen kdyttdminen stabiloivana aineena syntyneesséd
systeemissd aivan yllattévi.

T&m&n keksinnbn kohteena on etoksiloidun fenolin, esimerkiksi 2-
fenoksietanolin ja alkalimetallifluoridin, esimerkiksi natrium-
fluoridin yhdistelmd, jota voidaan k&ztt&& tehokkaasti muissa rea-
genssiliuoksissa, Joita k&ytet&&n muilin tarkoituksiin hematologisis-
sa tutkimuksissa, ‘erikoisesti sellaisissa, joissa kdytetdsdn elektro-
nisia hiukkastutkimusmenetelmisi.

On osoittautunut, ettd 2-fenoksietanolia ja natriumfluoridia voi-
daan k&ytt&? syqtyvassa systeemissd tai yhdistelmdssd punaisten
verisoluje1~L&agﬁfaiiagenssissa. T&llaisen liunotusreagenssin on
pystyttivd 'liscttamaan nopeasti punaiset verisolut ja s&drkem#idn
punaisen verisolun membraani niin, ett# hiukkaskoko on riittdvin
pieni, jotta esimerkiksi valkeat verisolut voidaan tunnistaa ja las-
kea . Samanaikaisesti on li%btnsaineen vapautettava hemoglobiini
punaisista soluista ja muutettava hemoglobiini\ngnmethemoglobiiﬁksi.
Yy

niin ettd voldaan suorittaa kolorimetrisil midr ksia.

N&iden kahden mainitun aineen yhdistelm#ll¥ on saatu aikaan eritt#in
tehokas bakteereja ja sienil hivittdv# vaikutus, erityisesti silloin,
kun ne yhdistetd#n neliarvoisen ammoniumyhdisteen kanssa. Natrium-

fluoridia kdyttdmdlld voidaan s8ilytt8d fluoridikonsentraatio ja se

edistdd my8s hemoglobiinin muuttamista syanmethemoglobiiniksi.



Kun hemoglobiini maa£¥€§an kolorimetrisesti, tarvitaan kolorimetrin kali-

broimiseen kalibroimisliuos. Kalibroimisliuos valmistetaan erikoisesti .-

suolaliuoksella pestyistd’ilhmisen punaisista verisoluista ja némi
liuetetaan punaisten verisolujen seinsimien sdrkemiseksi. Kun solujen
liuotus on tapahtunut tdydellisesti, muutetaan vapautunut hemog%Pbii-
ni syanmethemoglobiiniksi ja laimennetaan kolorimetrisissi maafiiksis—
sd tarvittavaan vikevyyteen. Bakteerien helppo lis##ntyminen hemoglo-
biiniliuoksessa muodostaa t#l1ll8in pulman, varsinkin sen tyyppisten
bakteerien, Joiden kasvua edistd¥ liuoksessa oleva syanidi-ioni, jo-
ka on sama kuin tarvitaan syanmethemoglobiinln syntymiseen. Voidaan
kdyttdd 2-fenoksietanolia ja natriumfluorldia, jolloin 2-fenoksietanoli-
on erittdin tehokas bakteriostaattinen aine, varsinkin yhdessi neli-
arvoisen ammoniumyhdisteen kanssa kdytettyni.

Thmisestd tai eliimestd otettuja verisoluja kHytet##n suspendoituina
sopivassa viliaineessa tai synteettisessi plasmassa "kontrolli" -

tai "kalibroimisaineena” kun ty8skennelllin verisolujen laskemislait-
teiden avulla. Verisoluja saadaan ihmisist¥ ja niiden hyytyminen es-
tetddn kdytté@milld koaguloimista estlviy aineita. Plasma eroitetaan
sentrifugoimalla ja punaiset verisolut pesti¥n steriileissi olosuh-
teissa steriilin suolaliuoksen avulla ja solut pakataan jYlkeenpHin
tapahtuvaa suspendoimista varten s#ilytt#vi#n ja stabiloivaan vili-
aineeseen. Tdmin vuoksi on valmistettu sopiva v#liaine, keinotekoi-
nen plasma, joka soveltuu liséttfviksi n¥ihin erillisiin punaisiin
verisoluihin. V#liaine sis#l1t44 laimennusaineen, joka on selostettu
edelld mainitussa patentissa, ja lis#ksi oksalbumiinia, laktoosia ja
2-fenoksietanolia. Liuos sekoitetaan perusteellisesti ja osmolali-
teetti s#ldetddin natriumkloridin avulla noin 370 milliosmoliksi kiloa
kohti vettd. Kun osmolaliteetti on si#detty, suodatetaan liuos ja
suodos varastoidaan steriileihin lasipulloihin. Liuoksessa on nat-
riumfluoridia, joka vaikuttaa soluntilavuutta stabiloivasti. Oksal-
bumiinia ja 1aktoosia on lisdtty aikaansaamaan fysikaalis-kemiallista
tasabainoa veden l&pHisyyn solun membraanin kautta solun sis#puolelle.
2-fenoksietanolia on kdytetty myds bakteriostaattisena ja fungistaatti-
sena aineena. Viliainetta eli liuosta voidaan t&min jdlkeen lisdtd
‘pestyihin verisoluihin laskennassa tarvittava mi&ri.

2-fenoksietanolin ja natriumfluoridin k¥ytt#misti ns. blanking- eli
taytealneena hematologisissa miir¥yksissi on my®s suunniteltu.

."': —r‘



Keksinn¥n parhaina pidetyt toteutusmuodot k#dyvdt ilmi seuraavissa esi-

merkeistaa
Co hases L L L Likimi&riiset
A. Soluijen [ reagenssina " pailnovksikdt
'Esiﬁérkkt 1
« natriumkloridi 7,936 g/l
-kaliumkloridi 0,4 "
natrium-divetyfosfaatti . 0,342 "
:dinatriumfosfaatti - 1,922 "
, natrium-etyleenidiamiini-
. tetraetikkahappo (EDTA) 0,3 "
-natriumfluoridi 0,5 "
2-fenoksietanoli 3,3 "
+ tislattua vettd ad. 1 litra
neliarvoinen ammoniumyhdiste, Bretol 10,0 "
natriumnitriitti 0,20 "
kaliumsyanidi 0,6 "
polyoksietyloitu alkyylifenoli 8,0 ml/1
tislattua vettd ad. 1000 ml.
e baa
B. Tdyteaine-reagenssina (blanking-
reagenssina)
Esimerkki 2
: natriumkloridi 7,847 g/l
kaliumkloridi : 0,396 "
mononatriumfosfaatti-monohydraatti 0,188 "
vdinatriumfosfaatti, vedetdn 2,071 "
-dinatrium EDTA, dihydraatti . 0,376 "
v 2=fenoksietanoli : 2,20 "
» natriumfluoridi _ 0,495 "
natriumnitroferrisyanidi 0,010 "
natriumnitriitti 0,010 T
C.C.S.5. (polyoksietyloitu alkyyli- '
fenoli) General Analine New York Film 0,40 ml
Bretol (Fine Organics Co. New York) 0,500 g/l

tislattua vettd ad. 1000 ml.



C.gpyhdistetusaineena,‘jdllaubp‘

bakteeridstaattisia)‘fungistaﬁtti—

" gla ja stabiloivia ominaisuuksia

'Esimerkki-j

; natriumkloridi

-kaliumkloridi
mononatriumfosfaatti-monohydraatti
dinatriumfosfaatti, vedetdn
dinatrium EDTA dihydraatti -«

, 2=fencksietanoli (Dowanol EPh])
/‘natriumfluoridi

C.C.S5.5. (polyoksietyloitu alkyyli-
fenoli).

limettidljy

vihred viriaine

tislattua vettd

D. LisHaineena kuumavesihauteessa

Esimerkki 4

(a)

(b).

(c]

puskurisysteemind
trietanoliamiinihydrokloridi
natriumhydroksidi pienind pallo-
sina

antikorroosiosysteemind ja ke-
laatin muodostumista edistdvénd
aineena

Likim&&r&iset
painoyksik8t

7,506
0,379

“0,180
1,846
0,360
2,10
0,474

14,9
0,08

0,56
ad. 1000

17,4

1,86

trietanoliamiinihydrokloridi (kohdas-
sa @) mainittu mddrd sopii myds tdhén

tarkoitukseen)
etyleenidiamiini-tetraetikkahappo,
tetranatriumsuola

natriumfluoridi

ei-ionisena pinta-aktiivisena
pesuaineena (kostutusaineena)
Pluronic F-68 (valmistaja Wyndotte
Chemicals Corp.)

4,00
20,00

20,0

g/l

ml

g/l



Likimddrgiset
" painoyksikdt
(d) pH-indikaattori-systeemind si-
ninen vériaine (French'in elin-
tarvikeviriaine) 20,0 m1/1
bromikresoli-purppura 0,2 g/l
tymolisininen a,4 "

" a), b), c) ja d) kohdissa lisitdn tarvittava miir¥ tislattua vettd,
niin etté saadaan 1000ml ja yhdistetd&n sekoitettuina samaan tila-
vuusmidrgsn (1000 ml)v/ 2-fenoksietanolia. Suositeltava miiri tehok-
kaaseen kdyttddn on 1 tilavuus saatua liuosta 100 tilavuutta kohti
tislattua taiei-ionoitua vettd.

Mik&li kdytettdessd syntyisi happoa vesihauteessa, tapahtuu pH-arvon
laskiessa seuraavat vdrinmuutokset:

PH Varinmuutos

7,4 selvidsti sininen
6,8 : vihertdvédnsininen
6,5 sinertdvidnvihred
6,0 tummanvihred

5,5 vaaleadansininen

E. Kontrolli- ja kalibrointiliuoksena

Esimerkki 5

‘ natriumkloridi 7,936 g/1
. kaliumkloridi y 0,4 "
. natrium~-divetyfosfaatti ' 0,19 "
‘dinatriumfosfaatti ' 1,922 ®
vwnatrium-etyleenidiamiini-

tetraetikkahappo (EDTA) 0,3 "
‘natriumfluoridi 0,5 w
Lz-fenoksietanoli | 3,3 "

1tislattua vettd ad. 1 litra



Likim8drdiset
1000 ml:aan t#td liuosta lis&tddn: " painoyksikdt
oksalbumiini 3,4 paino-%
laktoosi 4,3 "
2-fenoksietanoli 0,34 %:iin asti

Osmoliarvo s#didetddn suunnilleen arvoon 370 milliosmolia/kg vetti.

Edelld midriteltyjen liuosten pH-arvo siidetlln vilille 7-8, edulli-
simmin v&lille 7,2-7,5 kdyttden sopivaa puskuriainetta, EDTA ja fos-
faattisuolaa. Liuoksen osmoliarvo pidet#in sopivimmin 320-340 milli-
osmolina. Natriumfluoridin konsentraatio on v#lilli 0,03-0,1 paino-
prosenttia laskettuna koko liuoksesta, edullisimmin Q,05 painoprosent-
tia, ja 2~-fenoksietanolin vikevyys on 0,2-1,0 painoprosenttia lasket-
tuna koko liuoksesta ja edullisimmin 0,34 % kalibrointi-~ eli kontrol-
liliuoksessa ja 0,2 % toisiin tarkoituksiin kHytetyissi liuoksissa.

Osmoottinen tasapaino saadaan halutunlaiseksi k&ytti#m#ll4 sopivasti
sekd natrium- ettd kaliumkloridia. Natriumhydroksidin k¥ytt#minen
puskuroimiseen ei sovi tdss¥ tapauksessa.

Erilaisten aineiden kuten natriumkloridin, kaliumkloridin ja sellais-
ten puskuriaineiden kuten natriumhydroksidin k#ytt® osmoottisen ta-
sapainon saavuttamiseen on ennestdin tunnettu erilaisissa reagensseis-
sa. Samoin on tunnettua kdyttdd kelaatinmuodostusta edist¥vii ainet-
ta, joka toimii yhdessd k#ytetyn fosfaattisuolan kanssa saaden aikaan
halytun pH-alueen, jolla liuotin on tehokas. T#llainen kelaatinmuo-
dostusta edistdvd aine on etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA).

Liuosten valmistus ei vaadi mit¥4n erikoista menetelmi#d, eikd aineosia
ole tarpeen lis#dtH missisn erikoisessa j¥rjestyksessd veteen. Keksin-
td el koske siis mitdln erityistd laimennusmenetelm$&. Aineosien se-
koittaminen tapahtuu mekaanisesti sopivan sekoitusmenetelmin mukaan
noin 1-2 h aikana. Liuos suodatetaan sen j4lkeen 0,2 /um:n suodatti-
men l&pi ja varastoidaan suoraan muovis¥ili®ihin.

Pty
Vaikka edelld on selostettu parhaina pidetyt kokaqé:kset, voidaan pH-
ja osmoliarvojen alueita laajentaa, mik#1li n#in on tarpeen. Siten esi-
merkiksi pH—alue voidaan pit#3 vil1illi 7,0-8,0. Samoin voi osmoliarvo
olla v&lill& 300-380 milliosmolia. T&m4 saadaan aikaan vaihtelemalla



Patenttivaatimukset
1. Isotoninen, osmoottinen tasapainotettu vesiliuos hemato-

logisten mdédritysten yhteydessd kdytettdvidksi ja sisdltden:
(1) natriumkloridia, kaliumkloridia ja yht# tai useampia
natriumfosfaatteja osmoottisestl tasapainotetuissa suhteis-

sa;
(1i) natrium-tai kaliumfluoridia;

(iii) 2-fenoksietanolia; ja

(iv) etyleenidiamiinietikkahappoa tai sen alkalimetallisuolaa,
tunnettu yhden tai useamman seuraavan lisdyksestd:

(v) polyoksietyloitu alkyylifenoli;-

(vi) neliarvoinen ammoniumyhdiste, kaliumsyanidi ja natrium-
nitriitti;

(vii) oksalbumiini sekd laktoosi; ja

{viii) neliarvoinen ammoniumsuola, natriumnitriitti ja natrium-

nitroferrisyanidi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen liuos, t unnet t u siitd,
etti fluoridia on 0,03-0,1 paino-%:n konsentraationa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen liuvuos, tunnettu
siit¥, ettd 2-fenoksietanolia on 0,2-1,0 paino-%:n konsentraa-

tiona.

4, Jonkin patenttivaatimuksista 1-3 mukainen liuos, t u n -
nettu siitd, ettd komponentti (i) kdsittdi natriumkloridin,
kaliumkloridin, natriumdivetyfosfaatin ja dinatriumfosfaatin
osmoottisesti tasapainotetuissa suhteissa.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen liuos, t u n -
nettu siitd, ettd liuoksen pH-arvo.-on 7,0-8,0 ja sen osmo-
laliteetti on 300-380 milliosmolia.

Patentkrav _
1. Isotonisk, osmotiskt balanserad vattenl&sning £8r anvind-

ning i samband med hematologiska bestdmningar och inkluderande:
(1) natriumklorid, kaliumklorid och en eller flera natrium-
fosfater i osmotiskt balanserade proportioner;

(ii) patrium— eller kaliumfluorid;

(iii) 2-fenoxietanol; och



(iv) etylendiamin-tetradttiksyra eller ett alkalimetallsalt d&rav,
k&nnetecknad av tillsats av en eller flera av f&ljande:
(v) en polyoxietylerad alkylfenol;

(vi) en fyrvird ammoniumférening kaliumcyanid och natriumnit-
rit;

(vii) oxalbumin jdmte laktos; och

(viii) ett fyrvidrt ammoniumsalt, natriumnitrit och natriumnitro-
ferricyanid.

2. Ldsning enligt krav 1, k & n n e tecknad av att
fluoriden f8refinns i en koncentration av fré&n 0,03 tiil 0,1
viktprocent.

3. Ldsning enligt krav 1 eller 2, k @& nnetecknad
av att 2-fenoxietanol fdrefinns i1 en koncentration av_fran 0,2

till 1,0 viktprocent.

4. L&sning enligt ndgot av kraven 1-3, k § nnetecknad
av att komponenten (i) omfattar natriumklorid, kaliumklorid,
natriumdivdtefosfat och dinatriumfosfat i osmotiskt balanserade

proportioner.

5. L3sning enligt ndgot av kraven 1-4, k § nne tecknad
av att 18sningen har ett pH-védrde fr&n 7,0 till 8,0 och en osmo-
lalitet av fran 300 till 380 milliosmol.
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