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Immunologinen menetelmd hemoglobiinijohdannaisen maarityk-

seen - Immunologiskt férfarande for best&mning av ett hemo-

globinderivat

Keksintd koskee menetelmdid mddrdtyn hemoglobiinijohdannaisen
pitoisuuden mddritykseen verindytteessd. Erityisesti keksin-
t6 koskee menetelmdd hemoglobiinijohdannaisten, kuten gly-
kosyloidun hemoglobiinin pitoisuuden md&ritykseen, jotka
johdannaiset vaativat erillistd kokonaishemoglobiinipitoi-
suuden midritystd ja hemoglobiinijohdannaisen mdiritystd
veren derivatisoidun hemoglobiinin osuuden middrittamiseksi.

Verensokerin korkeudesta riippuen sitoutuu pieni osa pu-
nasolujen vastaanottamasta glukoosista ei-entsymaattisella
reaktiolla globiinin B-~ketjun N-terminaaliseen valiinitdh-
teeseen. Reaktio stabiiliksi glykosyloiduksi hemoglobiini-
johdannaiseksi HbA,. (ketoamiinimuoto) etenee kahdessa vai-
heessa. Ensin glukoosi sitoutuu nopeassa reversiibelissa
liittymisessd hemoglobiiniin, jolloin muodostuu labiili
glykosyloitu hemoglobiinijohdannainen (Schiffin emds). Irre-
versiibelilld, hitaalla toisiintuminensreaktiolla (Amadori-
toisiintuminen) muodostuu stabiili muoto. HbA,.:n osuus ko-
konaishemoglobiinissa on aineenvaihdunnaltaan terveillid 3 -
6 %. Diabetespotilailla HbA,.:n osuus voi verenglukoosikon-
sentraation korkeuteen verrannollisesti kuluneiden 4 - 12
viikon aikana arvoihin 12 %:iin asti, satunnaisesti jopa 20
$:iin. HbA, :n suhteellisen osuuden médritys kokonaishemo-
globiinipitosuudesta on kdytettdvissd erityisesti integraa-

lisena parametrina verensokerin sditdmisen edistymisen kont-

rollina.

Glykosyloidun hemoglobiinin m#dritykseen on kuvattu erilai-
sia menetelmid. Tavanomaiset menetelmidt perustuvat tekniik-
koihin kuten elektroforeesi, isoelektrinen fokusointi ja
kolorimetriset mddritykset, samoin kuin ioninvaihto- ja
affiniteettikromatografia. Sen jdlkeen, kun oli kuvattu



10

15

20

25

30

35

2

spesifisten polyklonaalisten vasta-aineiden (US-patentti-jul-
kaisu 4247533) ja monoklonaalisten vasta-aineiden (EP-pa-
tenttijulkaisut A0316306, A0201187) valmistus, kehitettiin
joukko erilaisia immunologisia menetelmid HDbA,_ :n osocittami-

seksi.

EP-patenttijulkaisussa A0185870 kuvataan immunologinen mene-
telmd proteiinien, mm. HbA, :n middritykseen. Hyddynnettiin
monoklonaalisia vasta-aineita, jotka tunnistavat spesifises-
ti lineaarisia peptidiepitooppeja. Epitoopin vapauttamiseen
madrdtddn denaturointi, mm. kaotrooppisilla reagensseilla.
Lémpotiloissa alle 37 °C tdmd denaturointivaihe vaatii yh-
destd useaan tuntiin, la&mpdtiloissa yli 50 °C yhden minuu-
tin. Ndytteen kokonaishemoglobiinipitoisuutta ei suoriteta

samanaikaisesti.

EP-patenttijulkaisussa A0201187 kuvataan menetelmd HbA,.:n
madrittdmiseksi, jossa menetelméssd kdytetddn HbA,.:n vas-
taisia monoklonaalisia vasta-aineita, jotka saatiin im=-
munisoimalla natiivilla humaani-HbA, :114. M&#ritys suorite-
taan lampdtiloissa 4 - 37 °C, jolloin kukin inkubointivaihe
voi kest&d jopa 72 tuntia. Kokonaishemoglobiini- ja HbA,.-

pitoisuuden mididritystd samassa nidytteessd ei kuvata.

EP-patenttijulkaisussa A0315864 kuvataan menetelmd HbAQ:n
suhteellisen pitoisuuden mddritykseen verindytteessd. Hemo-
globiini denaturoidaan tiosyanaatilla, ja muutetaan lisdha-
petusreagenssilla, edullisesti rauta(III)syanidilla methemo-
globiiniksi. Ndin k&sitellystd verindytteestd voidaan midid-
rittdd niin kokonaishemoglobiinpitoisuus kuin my®s HbA,.-

pitoisuus.

Litiumsuolojen, edullisesti litiumtiosyanaatin kdyttd pu-
nasolujen liuottamiseen ja hemoglobiinijohdannaisten denatu-
rointiin kuvataan EP-A-patenttijulkaisussa 0407860. HbA, -
pitoisuus voidaan md&ritt#i immunologisesti. Kokonaishemo-
globiinin madrittédmiseksi on lisdksi kdytettivd hapetus-
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reagenssia, edullisesti rauta(III)syanidia, joka muuttaa

hemoglobiinin methemoglobiiniksi.

Erds molempien viimeksi mainittujen menetelmien haitta on,
ettd muuttamisessa hemoglobiinista syaani-methemoglobiiniksi
on kdytettdvd syanidia. Syanidin korvaaminen natriumlauryy-
lisulfaatilla (SLS) kokonaishemoglobiinin m#drityksessi
kuvataan julkaisussa Clin. Biochem. 15 (1982) 83-88. Tdssi
ei kuitenkaan mainita mitenk#in, ettd SLS on erityisen sopi-
va ndytteen esikdsittelyyn hemoglobiinijohdannaisen, erityi-

sesti HbA, :n immunologiseen middritykseen.

Myds EP-patenttijulkaisussa A0184787 kuvataan syaniditon
reagenssi kokonaishemoglobiinin mididritykseen verindytteesti.
Reagenssi on ionista pinta-aktiivista ainetta, jonka pH on
vahintdsdn 11,3, edullisesti yli 13,7. Hemoglobiinijohdannai-
sen immunologista médritystd ei mainita. Hyvin korkea pH-
arvo olisi glykosyloidun hemoglobiinijohdannaisen immunolo-
gisessa mddrityksessd haitaksi, koska voimakkaasti alkali-
sessa vol tapahtua sokeriosan lohkeaminen hemoglobiinista.
Kaytetyn vasta-aineen entsyymikerkinnin tapauksessa entsyy-
mireaktio voisi estyd, koska useimmin hyddynnettyhen entsyy-

mien pH-optimi on pH-arvossa 6 - 8. Korkea pH-arvo voi est#i

myds immunologisen reaktion.

Tamén vuoksi oli edelleen tarvetta immunologiseen midritys-
menetelmddn hemoglobiinijohdannaisen mddrittédmiseksi veres-
td, jolloin hemolyysi voidaan suorittaa alhaisissa lampoti-
loissa - kuten esimerkiksi huoneenldmp&tilassa, ndytteen
esikdsittely ei tarvitse pitk#d inkubointiaikaa, ja vdlte-
tddn ympdristélle haitallisten reagenssien, kuten syanidin
kdyttd. Lisdksi pitdisi olla mahdollista kokonaishemoglobii-
nin samanaikainen méiritys samasta hemolysaatista, jotta
voitaisiin md&rittd4d hemoglobiinijohdannaisen osuus veren
kokonaishemoglobiinipitoisuudesta ilman muuta hemo~
lyysilisdystd. Td&mdn keksinndn tehtdvénd oli antaa kdyttsddn

tédllainen immunologinen mddritysmenetelmd veren hemoglo-
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biinijohdannaisen mddritykseen.

Tehtdvd ratkaistaan patenttivaatimuksissa ldhemmin luonneh-
ditun keksinnén avulla. Oleellisesti t&mi tehtdvd ratkais-
taan immunologisella midritysmenetelmdlld verindytteen hemo-
globiinijohdannaisen pitoisuuden mddritykseen, jolle mene-
telmdlle on tunnusomaista, ettd ndyte kédsitellddn hemo-
lyysireagenssilla, joka sisdltdd ionista detergenttid@ pH-
arvossa 5 -~ 9,5, ja hemoglobiinijohdannainen mddritetdin

immunologisesti hemolysoidusta verindytteestd.

Keksinnén edselleen er&idna kohteena on menetelmd hemoglo-
biinijohdannaisen ja kokonaishemoglobiinin pitoisuuden mda-
ritykseen verindytteestd, joka menetelmd perustuu siihen,
ettd verindyte kdsitellddn hemolyysireagenssilla, joka si-
sdltd4 ionista detergenttid pH-arvossa 5,0 - 9,5, hemo-
lysoidusta ndytteestd mddritetddn fotometrisesti kokonaishe-
moglobiinipitoisuus, ja hemoglobiinijohdannainen mé&dritet&dn

hemolysoidusta ndytteestd immunologisesti.

Keksinndn edelleen erd&nd kohteena on hemolyysireagenssi,
joka sisdltda ionista detergenttid pH-arvossa 5 - 9,5, sen
kdyttd verindytteen esikdsittelyyn hemoglobiinijohdannaisen
immunologiseen mAdritykseen, ja haluttaessa kokonaishemoglo-
biinipitoisuuden md&ritykseen, samoin kuin testipakkaus,

joka sisd@ltada hemolyysireagenssia.

Verindytteen sisdltadmdt verisolut liukenevat hemolyysirea-
genssin vaikutuksesta, ja hemoglobiini muuttuu spesifiseksi
hemoglobiinikromoforiksi. Muodostuvaa hemoglobiinikromoforia
voidaan k&yttdd tunnusomaisen absorptionsa johdosta koko-
naishemoglobiinipitoisuuden m#dritykseen ja immunologisen
reaktion johdosta hemoglobiinijohdannaisen spesifisen epi-
toopin madritykseen. Immunologisina miiritysmenetelmini
voidaan eriaatteessa kiyttdid kaikkia kdyttdkelpoisia mene~
telmid, kuten esimerkiksi kerrostustesteji (Sandwichtests),
IEMA-testejd, saostus- tai agglutinointitestej&, samoin kuin
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FPIA- ja CEDIA-periaatteen mukaisia testejd. Niin mdrka-

kuin mydés kuivatestit ovat mahdollisia.

Hemolyysireagenssissa voidaan kdyttdd ionisina detergenttei-
n8d anionisia detergentteji, edullisesti natriumdodekyylisul-
faattia (SDS), natriumdioktyylisulfosukkinaattia (DONS),
kationisia detergenttejid, edullisesti tetradekyylitrimetyy-
liammoniumbromidia (TTAB) tai setyylitrimetyyliammoniumbro-
midia (CTAB) tai kaksoisionisia detergenttejd, edullisesti
Zwittergent 3-14:34. Hemolyysireagenssid lisdtddn verindyt-
teeseen miAdrd, joka riittdi punasolujen liuottamiseen, hemo-
globiinin muuttamiseen spesifiseksi hemoglobiinikromoforiksi
ja hemoglobiinijohdannaisen epitoopin vapauttamiseen. Hemo-
lyysireagenssia lis&td&n verindytteeseen suhteessa 1:10 -
1:400 niin, ettd ionisen detergentin konsentraatio tuloksek-
si saatavassa seoksessa on 0,01 - 5 paino-%, edullisesti 0,5
- 1,5 paino-%. Hemolyysireagenssin pH-arvo on alueella hei-
kosti happamasta heikosti alkaliseen. Edullisesti pH-arvo on
v4alilla 5,0 - 9,5, erityisen edullisesti 7,4. pH-arvon sda-
témiseen hemolyysireagenssissa voidaan kdyttda kaikkia kayt-
tékelpoisia puskureita. Edullisesti hyddynnet@adn HEPES-,
MES-, TRIS- tai fosfaattipuskuria.

Hemolyysireagenssi voi sisdltd3d muita reagensseja, jotka
voivat esimerkiksi auttaa immunologisen reaktion hdirididen
estoa, hemoglobiinin hapettumista, sameudenpoistoa, stabi-
lointia tai s&dilytystd. Muutamat detergentit, mm. SDS, voi-
vat hdiritd immunologisia reaktioita. Harvoissa tapauksissa
esiintyy hemolyysireagenssin lisdyksen j&lkeen samentumia ja
flokkulointia, jotka johtuvat erilaisista syistd. Esimerkik-
si SDS on alhaisissa lampdtiloissa niukkaliukoista. Y11l&attaE-
vdlla tavalla on osoittautunut, ettd némd hdiriot voidaan
vdlttdd lisddmdlld ei-ionista detergenttid, edullisia ovat
polyoksietyleenieetterit, kuten Brij 35 ja 58 tai Triton
X100, samoin kuin polyoksietyleeniesterit, kuten Myrj 52 ja
59 tai Tween 20. Normaalisti ei-ionista detergenttid lisd-

tddn hemolyysireagenssiin sellainen md&dri, ettd nidytteeseen
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lisd&miseen jdlkeen konsentraatio on tulokseksi saadussa
reaktiossa 0,01 - 5 paino-%, edullisesti 0,1 - 0,5 paino-%.

Hemolyysireagenssiin voi sisdltyd edelleen kdyttdkelpoista
hapetusreagenssia rauta(III)syanidia, esimerkiksi heksasyaa-
niferraattia(III). Yhdess&d kationisten detergenttien kanssa
voi kuitenkin esiintyd saostumia. Lisdksi voi ferrisyanidia
kdytettdessd olla tarpeen valolta suojaaminen. Y1llattavalla
tavalla on osoittautunut, ettd lisdttdessd sdildntiaineita,
joiden vaikutusmekanismi perustuu hapettavaan hydkkidykseen
tioliryhmiin, kuten esimerkiksi metyyli-isotiatsolonia tai
Bronidox® K:ta, ferrisyanidilis#dys voidaan jattidi kokonaan
pois. Yhdessid kationisten detergenttien kanssa ndmid sdildn-
tdaineet johtavat ruskeanvihreidin hemoglobiinikromoforiin,
jonka absorptiomaksimi on 570 nm. T&mdn erityinen etu on,
ettd ensiksisin nditd sdiléntdaineita lisddmilld saavutetaan
niin hemoglobiinin muuttuminen spesifiseksi hemoglobiinikro-
moforiksi, kuin my8s hemolyysireagenssin hyvd sdilyvyys, ja
toiseksi hemolyysin loppupiste virinmuutoksella punaisesta
ruskeanvihreddn on hyvin tunnistettavissa. Sdildntdaineita
kdytetddn hemolyysireagenssissa konsentraatiossa 0,005 - 0,2
paino-%, edullisesti 0,01 - 0,02 paino-%.

Hemolyysi, hemoglobiinin muuttaminen spesifiseksi hemoglo-
biinikromoforiksi samoin kuin ndytteen esikidsittely hemoglo-
biinijohdannaisten osoittamiseksi hemolyysireagenssilla ovat
tdydelliset alhaisissa ldmpdtiloissa, edullisesti 4 - 37
°C:ssa ja erityisen edullisesti huoneenldmp&tilassa (20 °C)
1 - 10 min kuluttua. Useimmissa tapauksissa riittdia 2-min

inkubointi t#ydelliseen niytteen esikidsittelyyn.

Ndin esikdsitelty verinidyte laimennetaan seuraavaksi reak-
tiopuskurilla suhteessa 1:10 - 1:100. Puskureina voidaan
kdyttad kaikkia kdyttdkelpoisia puskureita, jotka eivit
hdiritse immunologista reaktiota. Edullisesti kdytetdin MES-
tai HEPES-puskuria konsentraatioissa 10 - 200 mmol/l. Reak-
tionspuskurin pH-arvo on 5,0 - 8,0. Mik#li immunologinen
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middritys sisdltdd entsyymireaktion, niin reaktionspuskurilla
on edullisesti pH-arvo, joka vastaa entsyymireaktion pH-
optimia. Reaktiopuskuri voi lisdksi jo sis&ltdd hemoglobii-
nijohdannaisen osoitukseen tarvittavat reagenssit, ennen
kaikkea spesifisen sidospartnerin, edullisesti hyvin spesi-

fisid poly- tai monoklonaalisia vasta-aineita.

Tédssd on myos yllattdvdlld tavalla osoittautunut, ettd lisd-
detergentin, edullisesti ei~ionisten detergenttien, kuten
Brij:n tai Myrj:n lisd&minen on edullista, optimaalisten
olosuhteiden aikaansaamiseksi niin ndytteen esikdsittelyyn
hemoglobiinijohdannaisen, kuten glykosyloidun hemoglobiinin
osoittamiseksi, kuin myds immunologiselle reaktiolle, ja
hdirididen védlttidmiseksi. Detergenttid lisidtdidn reaktiopus-
kuriin md&drd, joka on tulokseksi saadussa secoksessa konsent-

raatio 0,01 - 5 paino-%, edullisesti 0,5 paino-%.

Mikdli samasta ndyttestd on hemoglobiinijohdannaisen madri-
tyksen ohella saatava selville kokonaishemoglobiinipitoi-
suus, niin reaktiopuskurin lisddmisen jdlkeen mitataan edul-
lisesti kokonaishemoglobiinipitoisuuden selviullew saamisek-
si absorptio aallonpituuksilla 400 - 650 nm, edullisesti 500
- 650 ja erityisen edullisesti 546 tai 570 nm:1l4. Mirkdtes-
tin tapauksessa midritetidn fotometrisesti ekstinktio kyve-
tissd tdlld aallonpituudella, kuivatestin tapauksessa ab-
sorptio voidaan mddrittdd heijastusfotometrisesti, kun tu-

lokseksi saatu seos on lisdtty testikantajalle.

TAdllainen testikantaja kokonaishemoglobiinipitoisuuden mii-
ritykseen voidaan konstruoida hyvin yksinkertaisesti, koska
sen ei tarvitse sisdltdd mit&&dn kemikaaleja. Imukykyinen
kuitumatto, joka on sijoitettu lipinikyvdlle kantajakalvol-
le, riitt&d yksikertaisiin vaatimuksiin. Testsisuikaleen
parempaa kdsittelyd ja arviointia varten voi sisdltyid vield
muita kantajakerroksia, esimerkiksi kuljetuskuitumatto tai

annostelukuitumatto.
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Kokonaishemoglobiinipitoisuus ja hemoglobiinijohdannaisen
pitoisuus voidaan my®ds mddrittd33i ndytteen eri osista hemo-~
lyysireagenssin lisdyksen jdlkeen. Tdssd tapauksessa osasta
naytteen ja hemolyysireagenssin seoksesta, tarvittaessa
vastaavan laimentamisen jédlkeen, mddritetddn kokonaishemo-
globiinipitoisuus fotometrisesti. Seoksen toiseen osaan
lisatddn reaktiopuskuria, ja seuraavaksi mddritetddn hemo-

globiinijohdannainen immunologisesti.

Hemoglobiinijohdannaisen kuten HbA, :n madritykseen soveltu-
vat periaatteessa kaikki kdyttodkelpoiset immunologiset mene-
telmdt. Kuten edelld kuvattiin, voidaan hemoglobiinijohdan-
naisia, edullisesti HbA,.:t3 vastaan valmistaa poly- ja mo-
noklonaalisia vasta-aineita, jotka sitovat spesifisesti
hemoglobiinijohdannaisen tunnusomaiset epitoopit (US~patent-
tijulkaisu 4247533, EP-patenttijulkaisut A0316306 ja

A0201187).

Immunologisen mddrityksen muunnelmassa merkitsemisen tyypin
samoin kuin mittaussignaalin havaitsemisen menetelmdn koh-
dalla ovat kyseessd tekniikan tason tunnetut menetelmit.
Sopivia ovat esimerkiksi kerrostustestit (Sandwichtests)
entsyymimerkkauksella (ELISA), IEMA-testisuoritukset, RIA-,
saostus- ja agglutinointitestit samoin kuin homogeeniset
immunomddritykset kuten CEDIA®-, EMIT- tai FPIA-teknologia.

Markatestissd hemoglobiinijohdannaisen immunologinen mi&ri-
tys tapahtuu edullisesti TINIA-periaatteella, koska tdlldin
ei tarvita mit&d&n erotusvaihetta. Nidyte sekoitetaan analyyt-
tispesifisen vasta-aineen ja polyhapteenin kanssa agglu-
tinointiaineina. Polyhapteeni koostuu kantajamateriaalista,
esimerkiksi albumiinista, dekstraanista tai IgG:st#, jolle
on liitetty useampia epitooppeja, jolle spesifiset vasta-
aineet voivat sitoutua. Koska vasta-aineiden saostus voi
tapahtua vain polyhapteenilla, tapahtuu nidytteen analyytin
pienenevdlld pitoisuudella lisdintyvd sameus, joka voidaan

madrittaid nefelometrisesti tai turbidimetrisesti.
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Edullisesti hemoglobiinijohdannaiselle spesifinen vasta-aine
sisdltyy jo reaktiopuskuriin. Reaktionpuskurin lisdamisen
jdlkeen voidaan tulokseksi saadusta seoksesta madrittaa
ensin kokonaishemoglobiinipitoisuus fotometrisesti. Saostus-
reaktio kdynnistetd&n lisdamdlld liuosta, joka sisdltaa
polyhapteenin. Lyhyen inkubointiajan jdlkeen, jolloin 5 min
on useimmiten riittdvd, tulokseksi saatava sameus voidaan
mitata sopivalla aallonpituudella, edullisesti aallonpituuk-
silla 340 - 600 nm, erityisen edullisesti 340 nm:lla, ja
médrittdd tédstd hemoglobiinijohdannaisen konsentraatio.
Koska kokonaishemoglobiinin mittaus tapahtuu aallonpituuk-
silla 500 - 650 nm, edullisesti 546 tai 570 nm:11l3a, molemmat
mittaukset eivdt hiiritse toisiaan ja voidaan suorittaa

vhdessd kyvetissd samassa reaktioliuoksessa perdjdlkeen.

Polyhapteeniliuoksen, ts. polyhapteenin tai glykosyloidun
proteiinin tai peptidin nestemdisen galeenisen muodon val-
mistuksessa on osoittautunut, ettei tim& ole stabiilia ta-
vallisesti kaytetyssd fosfaattipuskurissa pH-arvossa 7,0 -
7,5,t ja johtaa pitemmdssd sdilytyksessd glykoproteiinin
hajoamiseen. Tdllaiset glykosyloitujen proteiinien epédsta-
biilisuudet fosfaattipuskurissa tunnetaan esimerkiksi jul-
kaisusta Ahmed et al., J. Biol. Chem. 261 (1986) 4889-4894.
Kayttdm&11d MES-puskuria konsentraatiossa 5 - 200 mmol/l,
edullisesti 20 - 50 mmol/l ja pH-arvoa 5,0 - 8,0, edullises-
ti v&alilla 6,0 - 6,5 ja samanaikaista EDTA:n tai samanarvoi-
sen kompleksinmuodostajan lisdystd edullisessa konsentraa-
tiossa 1 - 50 mmol/l, erityisen edullisesti 0,1 - 20 mmol/1,
saavutettiin peptidien, proteiinien ja polyhapteenien stabi-
lointi. Naudan seerumialbumiinn (RSA) lisd@dminen edullisessa
konsentraatiossa 0,1 - 2 %, erityisen edullisesti 1 %, ai-
kaansai edelleen positiivisen vaikutuksen polyhapteeniliuok-
sen stabiilisuudelle. Tdtd polyhapteeniliuosta voidaan va-
rastoida yli 12 kuukautta 4 °C:ssa havaitsematta merkittavia
polyhapteenin tai glykosyloitujen proteiinien tai peptidien
epédstabiilisuuksia. 3 viikon rasituskuormituksessa 35 °C:ssa

esiintyi vain 15 - 20-% signaalin pienemisid alkuperdiseen
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ekstinktiosignaaliin verrattuna.

Kuivatestind hemoglobiinijohdannaisen immunologinen mddritys
tapahtuu edullisesti IEMA-testiperiaatteella. Reaktiopusku-
rin hemolysoituun verindytteeseen lisddmisen jédlkeen lisa-
tddn spesifinen entsyymilld merkitty vasta-aine. Eradsséa
edullisessa suoritusmuodossa vasta-aine sisdltyy jo reak-
tiopuskuriin. Lyhyen inkuboinnin jédlkeen seos lis&t&ddn tes-
tikantajalle. Epitooppimatriisille, ts. testikantajavyOhyk-
keelld, jolle on kiinnitetty useita epitooppeja, joille
spesifiset vasta-aineet voivat sitoutua, siepataan vapaat
entsyymilld merkityt vasta—~aineet. Toisella vydhykkeelld,
osoitusvydhykkeelld, middritetddn reflektofotometrisesti
hemoglobiinijohdannaisen ja vasta-aineen kompleksi saatta-
malla reagoimaan sopivan entsyymisubstraatin kanssa. Subst-
raatti voi sisdltyd osoitusvydhykkeeseen tai joutua siihen
saattamalla osoitusvydhykkeen kontaktiin muun vy&hykkeen

kanssa, joka sisdltdd substraatin.

Tarkoituksenmukaisesti keksinndén mukaiselle menetelmidlle
vilttimdttomidt reagenssit saatetaan myytdviksi testipakkauk-
sen muodossa, joka sisdltédd viahintddn kahdessa toisistaan
erotetussa pakkauksessa hemolyysireagenssin ohella muut
reagenssit liuotetussa tai lyofilisoidussa muodossa tai myds

testikantajalle levitettyni.

Tatd keksintdi valaistaan seuraavilla esimerkeilli:

Esimerkki 1
Kokonaishemoglobiinin ja HbA _:n samanaikainen miiritys mdr-

kdtestissi

Kokeet suoritettiin Hitachi 717-laitteessa yhtidstd Boehrin-
ger Mannheim GmbH. Kokonaishemoglobiinipitoisuus mitattiin
fotometrisesti aallonpituudella 546 nm. HbA,.:n immunologi-
nen mddritys tapahtui TINIA-testiperiaatteella turbidimetri-
selld mittauksella 340 nm:113. Kaikki mddritykset ja inku-

boinnit suoritettiin l&émp&tilassa 37 °C.
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Kdytettiin seuraavia liuoksia:

Hemolyysireagenssi:
20 mM NaPO,-puskuria pH 7,0

1,0 % SDS

0,1 % natriumatsidi

0,02 % kaliumheksasyaaniferraatti(III)
0,5 $ Brij 35

Reaktiopuskuri:

20 mM MES-puskuri pH 6,0

150 mM natriumkloridi

3,0 % PEG 6000

0,5 % Brij 35

0,1 % naudanseerumialbumiini
0,1 % natriumatsidi

10 mM EDTA

6 mg/ml PAK <HbA,.> S-IgG (DE) (polyklonaalinen lammas-
vasta-aine HbA, :td vastaan) tai

100 pg/ml MAK <HbA,.> M-IgG (DE) (monoklonaalinen hiiri-
vasta-aine HbA,,:t& vastaan)

Polyhapteeniliuos:

20 mM MES-puskuri pH 6,0

150 mM natriumkloridi

6,0 % PEG 6000

0,5 % Brij 35

0,1 g naudanseerumialbumiini

25 mg/ml polyhapteeni HbA, -B-1-4(cys, MHS)-RSA 18:1

Verikokeeseen lisdttiin hemolyysireagenssia suhteessa 1:100
ja inkuboitiin 2 min ajan 25 °C:ssa. 5 pl:aan hemolysoitua
ndytettd lisdttiin 250 pl reaktiopuskuria. 4 min kuluttua

mitattiin 546 nm:1138 kokonaishemoglobiinin absorptio (El).

Minuuttia myShemmin mitattiin absorptio 340 nm:11ld (E2), ja
seuraavaksi pipetoitiin mukaan 50 upl polyhapteeniliuosta ja
inkuboitiin 5 min. T&mdn jidlkeen mitataan sameus 340 nm:1l&
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(E3).

HbA,.~arvon middrittimiseksl yksikdssid g/dl esitetdidn eks-
tinktioerotus AE = E3-k-E2 HbA,.~konsentraation funktiona

ja mddritetddn graafisesti.
tilavuus,,, + tilavuus, .;cpuskuri

k = tilavuuskorjaustekiji =
kokonaistilavuus

Kokonaishemoglobiinikonsentraatio lasketaan vakiotekijdstad K
kertomalla El1:118 (K = hemoglobiinikromoforin molaarinen
ekstinktiokerroin x laimennustekijid). Kalibroijana toimi
EDTA-kokoveri, jolla oli tunnettu hemoglobiini- ja HbA, .-
pitoisuus. EDTA-kokoveri laimennettiin kalibrointik&yrén

valmistamiseksi hemolyysireagenssilla eri vahvuuksiin.

Kalibrointikdyrdt esitetddn graafisesti kuvioissa 1 ja 2.
Kuviossa 1 esitetddn kokonaishemoglobiinikonsentraatio El:n
funktiona. Siitd ilmenee lineaarinen suhde. Laskettaessa
voidaan siten kertoa vakiotekijdlld K. Kuviossa 2 esitetdidn
ekstinktioerotus AE = E3-k-E2 HbA, ~pitoisuuden funktiona.

Muissa kokeissa pipetoitiin ensin hemolysoituun verindyttee-
seen polyhapteeniliuos, ja 5-min inkuboinnin j&lkeen k3yn-
nistettiin saostusreaktio lisdimdlld reaktiopuskuria, joka
sisdlsi spesifisen vasta-aineen. Timi pipetointijdrjestys
johti HbA, ~mddrityksess8 (Kuvio 3) selvdsti pienempdin
herkkyyteen verrattuna edelld mainittuun pipetointijdrjes-
tykseen, jossa lisdttiin ensin vasta-aine ja sen jdlkeen

polyhapteeni.

Esimerkki 2

Kokonaishemoglobiinin ja HbA,.:n middritykseen tarkoitetut
testiguikaleet

30 ul kokoverta sekoitettiin 300 pl:n kanssa hemolyysirea-
genssia, ja inkuboitiin 10 min 20 °C:ssa. Hemolyysireagenssi
koostui 0,18-% SDS-liuoksesta, joka oli puskuroitu pH-arvoon
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7.

Kokonaishemoglobiinin mé&rittédmiseksi levitettiin 32 ul
hemolysoitua verindytettd testsisuikaleelle. Testisuikaleen
rakenne esitetddn graafisesti kuviossa 4. Se koostuu pelkds-
tddn kdsittelemdttomédstd lasikuituisesta annostelukuituma-
tosta 1, kdsittelemidttdmidstd lasikuitukuljetuskuitumatosta
2, kasittelemdttomidstd polyesterikudoksesta 3 ja ldpindky-
vidstd polykarbonaattikalvosta 4. Testisuikale ei sisdlld
mitddn lisdkemikaaleja. T&114 kokeensuorituksella verindyt-
teen kokonaishemoglobiinipitoisuus voidaan mitata hyvin

tarkasti aallonpituudella 576 nm.

Tulokseksi saatiin vaihtelukertoimet (VK) alle 2,5 % (Tau-
lukko 1).

Taulukko 1
Kokonaishemoglobiinimddritys

VK laskettiin kulloinkin 10 yksittdisestd madrityksestd.

Hb-konsentraatio VK

[g/dl] [%]
14,1 1,0
17,5 2,5
13,7 1,9
14,7 : 1,8

HbA, . ~konsentraation médarittdmiseksi lis&dttiin kulloinkin 32
pl:aan hemolysoitua naytettd 1200 pl reaktiopuskuria, ja
inkuboitiin 10 min. Reaktiopuskurissa on 100 mM Hepes, pH
7,4, 100 mM NaCl ja 0,1 % Brij 35 MAK-entsyymi-konjugaatin
kanssa. 32 ul seosta levitetddn testisuikaleelle, joka esi-
tetddn graafisesti kuviossa 5. Vapaa vasta-aine/entsyymi-

konjugaatti vangitaan epitooppimatriisille 11. THdt# seuraa-
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valla vydhykkeelld, kuljetuskuitumatolla 12, mddritetdén
reflektiofotometrisesti HbA, /vasta-aine/entsyymi-kompleksi
saattamalla substraatin reagoimaan sen jdlkeen kun subst-
raattikuitumatto 13, joka sisdltdad substraatin, on saatettu

kontaktiin kuljetuskuitumaton 12 kanssa (taulukko 2).

Taulukko 2
HbA,.~konsentraation mddritys testisuikaleen avulla

VK saatiin kulloinkin selville 10 yksittdisestd mittaukses-

ta.

HbA, -konsentraatio VK
[g/d] [%]
0,8 6,
1'1 5’
1,4 6,

Esimerkki 3

Erilaisten jonisten detergenttien vaikutus HbA, -madrityk-

seen
Kokeet suoritettiin esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Hemo-

lyysireagenssin koostumus oli seuraavanlainen:

20

mM NaPO,-puskuri pH 7,2
0,1 % natriumatsidi
0,02 % kaliumheksasyaaniferraatti(III)
%

0,5 Brij 35

Taulukossa 3 ilmoitettuja ionisia detergenttejd sisdltyi
kulloinkin taulukossa ilmoitettu konsentraatio.

TTAB:n ja CTAB:n tapauksessa ei hemolyysireagenssiin sisdl-
tynyt lainkaan kaliumheksacyaaniferraattia(III), koska tama

saostuu ndilld detergenteilld.
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Reaktiopuskurin ja polyhapteeniliuoksen koostumus vastaa

esimerkkid 1.

Verindytteend kidytettiin standardia, jonka HbA, -pitoisuus
oli 3,2 g/dl. Kaikki testatut ioniset detergentit aikaansai-
vat solujen liukenemisen ja epitoopin vapautumisen. Sopivim-

maksi osoittautui anioninen detergentti SDS, samoin kuin

kationiset detergentit TTAB ja CTAB.

Taulukko 3

HbA, . ~m3Aritys

Erilaisten ionisten detergenttien vaikutus hemolyysireagens-

sissa.

Absorptio mitattiin 340 nm:1ll&.

Deter- KRKonsentraa-
gentti tic hemo- El EZ2
lyysirea- {0g/dl HbA, ] [3,2g/d1 BbA, ] AE = El-E2
genssissa
sDs 0,5 % 337 mE 73 mE 264 mE
8Ds 1,0 & 338 mE 80 mE 258 mE
Zwitter-
gent 3-14 0,5 & 341 mE 172 mE 169 mE
Zwitter-
gent 3-14 1,0 % 343 mE 139 mE 204 mE
TTAB 1,0 & 377 mE 149 mE 228 mE
CTAB 1,0 % 374 mE 137 mE 237 mE
Kontrolli
eli ioni-
nen deter-
gentti - 340 mE 275 mE 65 mE

Esimerkki 4
BbA, -mddrityksen dynaamisen mittausalueen rii

35-konsentraatiosta
Kokeet suoritettiin kuten esimerkissd 3. Hemolyysireagens-
sissa kdytettiin vakio 1 % $DS:8d. Brij 35-konsentraatiota

uvuus Briij
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reaktiopuskurissa vaihdeltiin taulukossa 4 esitetyllid alu-

eella. Ndytteend toimi esimerkissd 3 mainittu HbA, -standar-
di'

Mittausalue laajeni kontrollin 47 mE:std jo lisdyskselld 0,1
% Brij 35 arvoon 233 mE. Brij 35:n edullinen konsentraatio

Ol.'i. 0’1 - 1’0 %!
Taulukko 4
Reaktiopuskurin erilaisten Brij-konsentraatioiden vaikutus

HbA, -mdidritykseen

Absorptio mitattiin 340 nm:114&.

Konsentraatio El E2
Brij 35 reak- [0g/dl HbA,. ]| [3,29/dl BbA, ] | AE=E1-E2
tiopuskurissa
- 240 mE 193 mE 47 mE
0,1 % 266 mE 33 mE 233 mE
0,25 % 274 mE 40 mE 234 mE
0,5 % 302 mE 57 mE 245 mE
1,0 % 351 mE 99 mE 252 mE
2,0 % 385 mE 242 mE 143 mE

Esimerkki 5

Erilajisten reaktiopuskurissa olevien detergenttien vaikutus
HbA, -mddritvkseen

Kokeet suoritettiin esimerkille 4 analogisesti. Reaktiopus-
kurissa k&ytettiin taulukossa 5 esitettyjd detergentteija.
Dynaaminen mittausalue laajeni eniten lisdttdessd Brij

35:ttd, 56:tta ja 58:aa, samoin kuin Myrj 52:ta ja 59:8&.

Mutta myds muilla ei-~ionisilla detergenteilld kuten Tri-
tonilla, samoin kuin kaksoisionisilla detergenteillid kuten
Zwittergent 3-14:114 ndhtiin kontrolliin verrattuna selvi

positiivinen vaikutus.
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Reaktiopuskurissa olevien detergenttien vaikutus

17

Deter- Konsentraa-
gentti tio reak- El E2
tiopusku- [0g/dl Hba, ] [3,29/d1 HbA; ] | AE = E1-E2
rissa
Kontrolli - 240 mE 193 mE 47 mE
Brij 35 0,5 % 302 mE 57 mE 245 mE
Brij 56 0,5 % 302 mE 57 mE 245 mE
Brij 58 0,5 % 303 nE 51 mpE 252 mE
Triton 0,2 % 523 mE 275 mE 248 mE
x 114
Triton 0,5 2 298 mE 202 mE 96 mME
x 100
Tween 80 0,25 % 277 mE 143 mE 134 mE
Tween 60 0,25 % 266 mE 75 mE 191 mE
Tween 40 0,25 & 276 mE 86 mE 189 mE
Tween 20 0,1 % 266 mE 131 mE 135 mE
Zwitter- 0,1 % 308 mE 155 mE 153 mE
gent 3-14
Myrj 52 0,5 % 308 mE 40 mE 268 mE
Myrj 59 0,5 % 317 mE 31 mE 286 mE

Esimerkki 6

Kokonaishemoglobiinin ja HbA, :n samanaikainen midritys spe-
sifiselld ruskeanvihredlld hemoglobiinikromoforilla

Kokeet suoritettiin Hitachi 717-laitteella yhtidstd Boehrin-
ger Mannheim GmbH. Kokonaishemoglobiinipitoisuus mitattiin
fotometrisesti aallonpituudella 570 nm. HbA,.:n immunologi-
nen mddritys tapahtui TINIA-testiperiaatteella turbidimetri-
selld mittauksella 340 nm:114. Kaikki mddritykset ja inku-
boinnit suoritettiin lampdtilassa 37 °C.

Kdytettiin seuraavia liuoksia:

Hemolyysireagenssi:
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20 mM NaPO,-puskuri pH 7,4

1,0 % tetradekyylitrimetyyliammoniumbromidi (TTAB)
0,01 % metyyli-isotiatsoloni
0,02 % Bronidox® K

0,5 & Brij 35

10 mM EDTA

Reaktiopuskuri:

20 mM MES-puskuri pH 6,0
150 mM natriumkloridi

3,0 $ PEG 6000

0,5 % Brij 35

0,01 % metyyli-isotiatsoloni
0,02 % Bronidox® K

1,2 mg/ml PAK <HbA,> $-IgG (DE) (polyklonaalinen
lammasvasta~aine HbA, :t& vastaan)

Polyhapteeniliuos:

20 mM MES-puskuri pH 6,0
150 mM natriumkloridi

6,0 % PEG 6000

0,5 % Brij 35

20 pg/ml polyhapteeni

Vesindytteeseen lisdttiin hemolyysireagenssia suhteessa
1:100 ja inkuboitiin 2 min 25 °C:ssa. 10 pyl:aan hemolysoitua
naytettd lisdttiin 250 ul reaktiopuskuria. 4 min kuluttua
mitattiin kokonaishemoglobiinin absorptio 570 nm:113 (El).
Minuuttia mydhemmin mitattiin absorptio 340 nm:1l&a, (E2) ja
seuraavaksi pipetoitiin mukaan 50 ul polyhapteeniliuosta ja
inkuboitiin 5 min ajan. Té&mdn jdlkeen sameus mitattiin 340

nm:114 (E3).

HbA, —~arvon mddrittdmiseksi yksiktssd g/dl esitetddn eks-
tinktiocerotus AE = E3-k-E2 HbA,.-konsentraation funktiona ja

mddritetddn graafisesti.
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tilavuus,z,., + tilavuus,..geicpuarori

[

k = tilavuuskorjaustekiji =

kokonaistilavuus

Kokonaishemoglobiinikonsentraatio lasketaan vakiotekijdsta K
kertomalla El1:114 (K = hemoglobiinikromoforin molaarinen
ekstinktiokerroin x laimennustekij&). Tunnusomainen absorp-
tiospektri esitetddn kuviossa 6. Kalibroijana toimi EDTA-
kokoveri, jossa oli tunnettu hemoglobiini- ja HbA, -pitoi-
suus. EDTA-kokoveri laimennettiin kalibrointik&yr&n valmis-

tamiseksi hemolyysireagenssilla eri vahvuuksiin.

Kalibrointikdyrdt esitetddn graafisesti kuvioissa 7 ja 8.
Kuviossa 7 esitetddn kokonaishemoglobiinikonsentraatio El:n
funktiona. Tulokseksi saadaan lineaarinen suhde. Laskettaes-
sa voidaan siten kertoa vakiotekij&dlld K. Kuviossa 8 esite-
td3dn ekstinktioerotus AE = E3-k-E2 HbA, -pitoisuuden funk-

tiona.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd verindytteess3d olevan hemoglobiinijohdannaisen

pitoisuuden miiritykseen, tunnettu siitd, ettd

(a) verindyte kd#sitellddn hemolyysireagenssilla, joka sisdl-

td4 ionista detergenttii pH-arvossa 5 - 9,5, ja

(b) hemolysoidusta verindytteestd madritetddn hemoglo-

biinijohdannainen immunologisesti.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd verindytettd kdsitellddn hemolyysireagens-

silla lé&mpdtiloissa 4 - 37 °C jopa 10 min ajan.

3. Toisen patenttivaatimuksista 1 ja 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd hemolyysireagenssi sisdltda

lisdksi ei-ionista detergenttia.

4, Yhden patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd hemolysoituun ndytteeseen lisad-
tdin reaktiopuskuria, joka sisdltdd ei-ionista tai kaksois-
ionista detergenttiid, ja médritetdin hemoglobiinijohdannai-

nen tulokseksi saadusta seoksesta immunologisesti.

5. Yhden patenttivaatimuksista 1 - 4 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd hemoglobiinijohdannainen on

6. Menetelmd hemoglobiinijohdannaisen ja kokonaishemoglobii-
nin pitoisuuden mddritykseen verindytteestd, t unne t -

t u siitd, ettd

(a) verindyte k#dsitellddn hemolyysireagenssilla, joka sisdl-
tdd ionista detergenttid pH-arvossa 5,0 - 9,5,

(b) mddritetddn kokonaishemoglobiinipitoisuus hemolysoidusta

naytteestd, ja
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(c) mddritetddn hemoglobiinijohdannainen hemolysoidusta

niytteestd immunologisesti.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmda, t unnet -
t u siitd, ettd kokonaishemoglobiinipitoisuus mddritetddn
mittaamalla spesifisen hemoglobiinikromoforin tunnusomaisen

absorption.

8. Toisen patenttivaatimuksista 6 ja 7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd hemolyysireagenssi sisdlt&a

lisdksi ei-ionista detergenttid.

9. Yhden patenttivaatimuksista 6 - 8 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd hemolysoituun ndytteeseen lisa-
tdidn reaktiopuskuria, joka sisdltdi ei-ionista tai kaksois-
ionista detergenttiid, ja kokonaishemoglobiini ja hemoglo-
biinijohdannainen mididritet&dn tulokseksi saadusta seoksesta.

10. Hemolyysireagenssi, tunnet tu siitd, ettd se si-

sdlt83 ionista detergenttid pH-arvossa 5 - 9,5.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen hemolyysireagenssi,
tunnettu siiti, ettd se sisdltdi ei-ionista deter-

genttid.

12. Toisen patenttivaatimuksista 10 tai 11 mukainen hemo-
lyysireagenssi, tunnettu siitd, ettd se sisdltaa
sopivaa hapetusreagenssia tai sdiltntdainetta, jonka vaiku-

tus perustuu hapettavaan hydkkdykseen tioliryhmiin.

13. Yhden patenttivaatimuksista 10 - 12 mukaisen hemolyysi-
reagenssin kdyttd hemoglobiinijohdannaisen immunologisessa
madrityksessd tai hemoglobiinijohdannaisen ja kokonaishemo-

globiinipitoisuuden samanaikaisessa mddrityksessd ndyttees-

ta.
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14. Testipakkaus hemoglobiinijohdannaisen immunologiseen
madritykseen, tunnettu siitd, ettd se koostuu vi-
hint&ddn kahdesta toisistaan erotetusta pakkauksesta, joista
toinen sis#dltdd yhden patenttivaatiumuksista 10 - 12 mukais-
ta hemolyysireagenssia ja toinen sisd@ltdd muuta reagenssi-
seosta, joka sisdltdd hemoglobiinijohdannaisen immunologi-

seen madritykseen vdlttidmdttomdt reagenssit.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen testipakkaus, t u n -
nettu siitd, ettd immunologiseen mddritykseen valttd-

miattomadt reagenssit on levitetty testikantajalle.

16. Glykosyloidun proteiinin, peptidin tai polyhapteenin
liuoksen stabilointi, tunnettu siitd, ettd puskuri-
na kdytetddn MES-puskuria, pH 5,0 - 8,0, ja liuos sisdltda
EDTA:ta.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen liuoksen stabilointi,
tunnettu siitd, ettd lisdtddn naudanseerumialbumii-

nia.



KUVIO 1

Kalibrointikdyrd: Kokonais-Hb-mddritys
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KUVIO 2
HbAl1c-mddrityksen kalibrointikdyrd
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KUVIO 6

Ruskeanvihredn hemoglobiinikromoforin

absorptiospektri
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KUvIio 7
Ruskeanvihrelin hemoglobiinikromoforin

kokonais-Hb-kalibrointik&yrd
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KUvio 8

Ruskeanvihredn hemoglobiinigromoforin
HbA1c-kalibrointikdyrd
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