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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint®d kohdistuu v&lineeseen immuno-
kemiallisen mddrityksen suorittamiseksi,
jossa v¥lineessd on vihint44n yksi s&i-
118, joka on avonainen yldosastaan ja
jonka sisHdosaan on kiinnitetty immuno-
kemiallisesti aktiivinen aine ja

joka suljetaan yldosastaan poistetta-~
valla sulkijalla, ja t4mi sHi118 sis&l-
tdd vdhintddn toisen immunokemiallises-
ti aktiivisen aineen, joka ilman koevi-
liainetta siini muodossa, jossa mainit-
tu toinen immunokemiallisesti aktiivinen
aine on suljetussa s4ilitssi sdilytyksen
ja kuljetuksen aikana normaaleissa olo-
suhteissa, ei ole vuorovaikutuksessa
s8ilibdn sisfosan kanssa eiky reagoi sii-
hen kiinnitetyn immunokemiallisen aineen
kanssa, ja vidlineelle on luonteenomaista
se, ettd 541118 sissltiy kiintedn, enem-
mdn tai vihemmdin pallomaisen, kylm&kui-~
vatun partikkelin, joka sis&lti4 toisen
immunokemiallisesti aktiivisen aineen.

Uppfinningen avser en anordning f8r ut-
fdrande av en lmmunokemisk bestimning
och den omfattar &tminstone en behilla-
re, vilken f8rsetts med en 8ppning i
ovandelen och pi vars insida anbringats
en immunokemiskt aktiv substans, och
vilken tillsluts i ovandelen medelst en
18stagbar f8rslutning, varvid beh&llaren
Ytterligare innehdller dtminstone en
andra immunokemiskt aktiv substans,
vilken i fr&nvaro av testmedium och i
den form som den andra immunokemiskt
aktiva substansen innehills 1 den till-
slutna behdllaren, ej under uppbevaring
och transport uppvisar ndgon viéixelverkan
med insidan av beh&llaren och &r inert
i fSrhdllande till den p& densamma an-
bringade immunokemiskt aktiva subs-
tansen, och att anordningen karakteri-
seras av att behdllaren innehdller en
fast, mer eller mindre sfirisk, frys-
torkad patrikel, vilken innehdller den
andra immunokemiskt aktiva substansen.
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Vdline immunokemiallisen mddrityksen suorittamiseksi

Keksintd koskee v&linettd immunokemiallisen miiri-
tyksen suorittamiseksi, jossa vdlineessi on vihint&in vksi
sdilid, joka on avonainen yldosastaan ja jonka sisdosaan
on kiinnitetty immunokemiallisesti aktiivinen aine (IAST).

Tamdn tyyppinen viline, jossa mm. IASI on kiinnitet-
ty sdilidn sis&osaan immunokemiallisen madrityksen suorit-
tamiseksi tarvittavien toimintojen lukum#irin vihentimisek-
si, on tunnettu. Toimintojen lukumiirin vihentidminen on
tdrkedd kahdessa suhteessa: ensiksi laitoksille, joiden
on suoritettava suuria lukumddrii samaa mddritystd ja toi-
seksi tee-se-itse -md&rityksessi, jossa mahdollisten vir-
heiden lukumd&rd on pienempi, jos suoritettavien toimintojen
lukumé&drd on pienempi. Siksi pyrit&#n ahkerasti kehitt&m&in
vdlineitd, jotka vastaavat ylld mainittua tarvetta.

Esimerkiksi niin sanotun Sandwich-mddrityksen suorit-
tamiseksi on yleensd tarpeen lisdtid sdilidén koealustan
lisdksi my&s vdhint&8n toista immunokemiallisesti aktiivis-
ta ainetta tdsmdllisesti tunnettu m&&r&. THmin s&ilidn inku-
boinnin ja pesun jidlkeen midritettivi aine voidaan sitten
yleensd mddrittdd kvantitatiivisesti tai kvalitatiivisesti.
Tamd toisen immunokemiallisesti aktiivisen aineen lisdys
tdsmédllisind mddrind on muodostaa virheiden lihteen ja,
jos kyseessd ovat suuret lukum&dirdt, on tytldstd. Siksi
olisi edullista antaa k&yttddn viline, jonka sdilid(t)
sisédltdd mySs mainitun toisen immunokemiallisesti aktiivi-
sen aineen niin, ettei m&&ritystd suorittavan henkildn
endd tarvitse lisdtd mainittua ainetta.

US-patenttijulkaisu 4 017 597 antaa kdytt&én tamén
ongelman ratkaisun. Toinen immunokemiallisesti aktiivinen
aine lisdtddn ensimmidiselld immunokemiallisesti aktiivisel-
la aineella pé&dllystettyyn s4iliédn liukoisessa muodossa,
jonka jdlkecen toinen immunokemiallisesti aktiivinen aine

jddhdytetiddn noin - 780C:een 5 - 15 sekunnin kuluessa ja
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kylmidkuivataan. Toista menetelmdd, jossa toinen immuno-
kemiallisesti aktiivinen aine lis&dtd&dn kiintednd jauheena,
pidetddn mahdollisena muttei kdytdnndllisend. Vaikka ylla
oleva viite esittddkin ratkaisun ongelmaan vdlttdd immuno-
kemiallisen middrityksen suorittavan henkildn tekemdn toisen
immunokemiallisesti aktiivisen aineen lisdyksen tarvetta,
joukko haittoja syntyy samanaikaisesti.

Ensiksikin lyhyestd ajasta huolimatta toinen immuno-
kemiallinen aine on ldsnd liukoisessa muodossa pddllystetys-
sd putkessa jonkin aikaa. Jos ensimmdinen immunokemiallises-
+i aktiivinen aine on vasta-aine ja toinen immunokemiallises-
ti aktiivinen aine on vastaava antigeeni, jonkin verran kes-
kindistd vuorovaikutusta tapahtuu. Lis&dksi tapahtuu jonkin
verran vuorovaikutusta seindn ja toisen immunokemiallisesti
aktiivisen aineen valillda.

Toiseksi suurien putki- tai mikrotiitterilevyméérien
jdadhdyttadminen -78°C:een 15 sekunnin kuluessa vaatii tek-
nisesti hienostuneita ja kalliita vdlineits.

Lisdksi suurien putki- tai mikrotiitterilevym&édrien
kylmdkuivaus vaatii hyvin suuria ja kalliita kylm&kuivaus-
tiloja.

Timd keksintd antaa kdyttddn vdlineen, jonka avulla
vidltetdsn immunokemiallisen mdidrityksen suorittavan henki-
15n tekemin toisen immunokemiallisesti aktiivisen aineen
lisdyksen tarve ja ylld olevan viitteen haitat kdyttamalla
kiintedd, enemmdn tai vdhemmdn pallomaista, kylmdkuivattua
partikkelia, joka sisdltdd toisen immunokemiallisesti aktii-
visen aineen. Mainittu partikkeli valmistetaan ennen kuin
toinen immunokemiallisesti aktiivinen aine saatetaan koske-
tukseen putken sisdseindn tai ensimmdisen immunokemialli-
sesti aktiivisen aineen kanssa.

Sen mukaisesti tdmd keksintd koskee vdlinettd
immunokemiallisen miidrityksen suorittamiseksi, jossa vali-
neessi on vahintdin yksi sdilid, joka on avonainen yldosas-

taan ja jonka sisdosaan on kiinnitetty immunokemiallisesti
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aktiivinen aine ja joka suljetaan yldosastaan poistettavalla
sulkijalla, ja tdmi s3ilis sisdltdd vdhintdidn toisen immuno-
kemiallisesti aktiivisen aineen, joka ilman koevidliainetta
siind muodossa, jossa mainittu toinen immunokemiallisesti
aktiivinen aine on suljetussa sidilidssi sdilytyksen ja kul-
jetuksen aikana normaaleissa olosuhteissa, ei ole vuorovai-
kutuksessa sdilién sisdosan kanssa eiki reagoi siihen kiin-
nitetyn immunokemiallisesti aktiivisen aineen kanssa, ja
vdlineelle on tunnusomaista se, ettd sdilid sisdltis
kiintedn, enemmin tai vihemmin pallomaisen, kylmikuivatun
partikkelin, joka sisiltii toisen immunokemiallisesti aktii-
visen aineen.

Kuten aikaisemmin mainittiin, partikkeli valmiste-
taan ennen kuin toinen immunokemiallisesti aktiivinen aine
(IAS 2) saatetaan kosketukseen putken sisdseindn tai ensim-
mdisen immunokemiallisesti aktiivisen aineen (IAS 1) kanssa.
Tdlld vdltetddn ylli mainitut haitat. Lis&dksi keksinnén
mukaisella vdlineelld on parempi merkitsevyys, mikd tarkoit-
taa sitd, ettd keksinndn mukaisen vdlineen toteamisraja
on parempi kuin US-patenttijulkaisun 4 017 595 mukaisen
vdlineen toteamisraja. Vaikkakaan t&atsi parannusta ei ennen
tdysin ymmérretty, siti pidetddn hyvin hammdstyttdvini.

On kdynyt ilmi, ettd keksinn®én mukaisella vdlineells
suoritettujen midritysten selektiivisyys, herkkyys ja spesi-
fisyys ovat jopa pitkiaikaisen sdilytyksen jdlkeenkin samaa
luokkaa kuin mddritysmenetelmissd, joka suoritetaan tunne-
tulla védlineelld, jossa IAS2 lis#tiin mddrityksen aikana.

Vdlineessd on vidhintidin yksi sdilio. Jos vdlineessi
on yksi sdili®, vdline saattaa muodostua koeputkesta, jonka
sisdosaan on laitettu IASl:ti ja joka sis&dltdi toisen IAS:n,
joka ei ole vuorovaikutuksessa sisdseindn kanssa eiki reagoi
IASl:n kanssa ja jonka yldosa suljetaan kannen avulla.

Tamén tyyppiset koeputket ja kannet ovat sindnsi tunnettuja

ja ne voivat olla lasisia tai synteettisistd polymeereisti,

kuten polystyreenisti, valmistettuja. Koeputki on edullises-
ti ldpindkyvd. Kansi ja koeputki voivat olla samaa
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materiaalia, mutta t&amd ei ole mitenkdidn vidlttamdtonta.
Koeputken muoto ja mitat voivat vaihdella suuresti. Koe-
putken pohjan muoto voi olla suorakulmainen, kartionmuo-
toinen tai puoclipallonmuotoinen, edullisesti putken pohja
on puclipallonmuotoinen. Putken korkeus voi vaihdella esi-
merkiksi 1 - 10 cm ja sisdhalkaisija 0,3 - 5 cm ja on
edullisesti 0,5 - 3 cm. Kansi voidaan asettaa paikoilleen
sinidnsi tunnetulla tavalla edellyttden, ettd paikoilleen-
asetusmenetelmd on sellainen, etti kansi on poistettava

ja ettd kansi sulkee koeputken ilmatiiviisti.

viline voi hyvin edullisesti sisdltidd myods useita
s§iliditd, joiden lukumddrd voi vaihdella suuresti, esimer-
kiksi 2 - 1000 ja edullisesti 10 - 500 ja erityisesti
25 - 200. S&ilidt voidaan hyvin edullisesti yhdist&d toi-
siinsa k&dyttden samaa materiaalia josta itse sdilidt on
valmistettu. Mitd materiaaliin tulee, yhden s&dilidn sisdl-
tivin vilineen yhteydessd ylld kuvattu pidtee. MyOs tdssd
s4ilidn mitat voivat vaihdella suuresti. Yleensd mainittu-
jen sdilididen mitat ovat pienemmdt kuin yhdesta sdilidsta
muodostuvan vdlineen mitat. Korkeus voi vaihdella 0,2 -

4 cm ja edullisesti 0,3 - 2 cm ja sisdhalkaisija 0,3 -

2 cm, edullisesti 0,4 - 1,0 cm. Hyvin edullinen useita sai-
1i6itd sisdltdva vdline on niin sanottu mikrotiitterilevy,
jossa jokainen sdi1id suljetaan erilliselld sulkijalla.
Edullisesti kdytetaan mikrotiitterilevyd, jossa on toisiin-
sa yhdistetyt sulkijat. Tihan tarkoitukseen edullinen

viline on levy, jossa on nuppeja (studs), jotka ovat 1 -

3 mm korkuisia ja sulkevat siilisdt ilmatiiviisti. Erityises-
ti levyd, Jjossa on silikonikumiset nupit, voidaan edullises-
ti kdyttdd tdhdn tarkoitukseen.

S4ilidn tai sdilididen sisdseind sisdltdd immunoke-
miallisesti aktiivisen aineen (IAS1l), joka on kiinnitetty
siihen sindnsd tunnetulla tavalla, kuten kovalenttisella
kytkenndlld tai adsorptiolla. Témd voidaan edullisesti tehda
laittamalla IASl-liuos tai -suspensio s4i1i68n (sdilitihin)

ja poistamalla liuos tai suspensio sdilidsta jonkin ajan,
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esimerkiksi 3 - 24 tunnin kuluttua. Adsorption seurauksena
IAS1 j&dd jdljelle kiinnittyen s&ilién (sdilididen) sisidsei-
ndn pintaan. Yleensi enint&in 80 % sdiliodn (sdilididen)
siséseinénpﬁnnastapeitetéan IAS1:114, jottei IAS] irtoaisi
sd811idn (sdilididen) sisiseinin pinnalta sulkijaa suljet-
taessa.

Jos vdlineessd on useita sdiliditd, sdilididen sisi-
pinta voi sisdltdi IASl:n ja kaikki sdilist voivat sisiltss
IAS2:n; t&mi ei kuitenkaan ole valttdmdatdntd. Voi olla edul-
lista, ettd vidlineessi on yksi tai muutamia sdiliditd,
jotka eivét sisidllid IAS1:ti tai IAS2:ta tai IASl:ti ja
IAS2:ta tai n&diden yhdistelmdsd, joissa tyhjdkokeet voidaan
suorittaa. Mddritysten kalibroimiseksi jotkut s&ili&dt voi-
vat sisdltdd IAS2:ta sisdltivin partikkelin lis&ksi kiin-
tedn, enemmdn tai vihemmin pallomaisen, kulmikuivatun par-
tikkelin, joka sis&dltii mddritettdviid ainetta.

Sdilididen tulisi sisdltdi IAS?2 sellaisessa muodossa,
ettei vuorovaikutusta tapahdu sédilididen sisdosan eiki
IASl:n kanssa sdilytyksen ja kuljetuksen aikana normaaleis-
Ssa olosuhteissa. T&ti tarkoitusta varten IAS2 kdsitell&idn
ennen kuin se saatetaan kosketukseen sdilidn sisdseinin ja
IASl:n kanssa. Lisdksi t&min kaltaisissa vdlineissi on
tdrkedd, ettd tidsmillisesti tunnetut méd&rdt immunokemial-
lisesti aktiivista ainetta ovat ldsnd. Tamdn keksinndn
mukaisen vidlineen s#ilididen sisdltdmidt partikkelit muodos-
tetaan antamalla pisaran vesipitoista IAS2-liuosta tai
—suspensiota pisaran tilavuuden Ollessa t&dsmillisesti tun-
nettu ja toistettava, edullisesti 0,025 - 0,070 ml, pudota
vapaasti kylmdn, veteen sekoittumattoman ja tiheydelt&in
vettd pienemmidn nesteen ldpi, ja kerdtidin jddtyneet napit
kylmdn nesteen pohjalta Ja kylmdkuivataan. T&114 tavoin
saadaan kiinteiti, pPysyvid, enemm&n tai vihemmin pallomai-
sia partikkeleja, jotka sisdltédvidt tdsmillisesti tunnetun,
toistettavan m&irin IAS2:ta Ja joiden halkaisija on edul-
lisesti noin 3,6 - 5,2 mm. Tissji yhteydessd "enemmin tai
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vihemmidn pallomainen" tarkoittaa sitéd muotoa, joka saa-
daan antamalla vesipisaran pudota pisaran jdddyttavdan nes-
teen lapi.

on edullista lisdtd IAS2:n vesipitoiseen liuokseen
tai suspensioon ainetta, joka parantaa kylmdkuivattujen
partikkeleiden lujuutta, t+imd tarkoittaa koviketta, esi-
merkiksi sokereita, kuten sakkaroosia, mannoosia, laktoosia
ja mannitolia, ja proteiinituotteita, kuten seerumin pro-
teiinia, laktalbumiinin hydrolysaattia ja kaseiinin hydro-
lysaattia. Vastaava partikkeli sisdltdd kovikkeen.

Veteen sekoittumattomina nesteind voidaan kdyttdad
hiilivetyd tai halogenoitua hiilivetyd tai ndiden seosta,
kuten heksaania, kloroformia, heptaania, iso-oktaania,
tolueenia, heksaanikloroformiseoksia, tai kryogeenisia
nesteitid, kuten nestetypped tai nestehappea. Nestepatsaan
pohjalla veteen sekoittumattoman nesteen ldmpdtila on edul-
lisesti alle -50°C.

Siini muodossa, jossa IAS2 on suljetussa sdilibssa,
IAS2 ilman testividliainetta ei saisiolla vuorovaikutuksessa
s3ilidn sisidseinidn kanssa eikd reagoida IASl:n kanssa sdi-
lytyksen ja kuljetuksen aikana normaaleissa olosuhteissa.
Tdssid yhteydessd "ei olla vuorovaikutuksessa" ja "ei rea-
goida" tarkoittavat sitd, ettei millddn tavalla tapahdu
sitoutumista s&ilidn sisdseinddn tai IASl:een tai sitou-
tumista tapahtuu vain siind miadrin, ettei silld ole huomat-
tavaa vastakkaista vaikutusta keksinnén mukaisella vali-
neelli suoritettujen mddritysten laatuun. "Normaalit olo-
suhteet" tarkoittavat sellaisia olosuhteita, jotka taval-
lisesti vallitsevat vastaavien tunnettujen vdlineiden
sdilytyksen ja kuljetuksen aikana. Yleensd sdilytyksen ja
kuljetuksen aikana yllipidetddn -25 - +37°C:een ja edul-
lisesti -20 - +20°C:een limp&tilaa normaalissa ilmanpai-
neessa.

Vilineelld suoritettavien middritysten laadun paran-
tamiseksi edelleen vidline kuivataan ilman sulkijoita ja

IAS2:ta; sitten kulmdkuivatut, kiintedt, enemmidn tai
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vdhemmdn pallomaiset partikkelit, jotka sis&dltdvit IAS2:ta,
laitetaan s&dilidihin edullisesti kuivassa huoneessa ja
lopuksi sdilidt suljetaan ilmatiiviisti sulkijalla myds
edullisesti kuivassa huoneessa.

Usein koesysteemi on puskuroitava kokeen aikana. T&t&
tarkoitusta varten keksinndn mukaisen vdlineen s&ilid(t)
voi (vat) edullisesti sisdltdd kylmdkuivatun, enemmidn tai
vdhemmdn pallomaisen partikkelin, joka sisdltdd puskuri-
ainetta ja joka valmistetaan samalla tavalla kuin IAS2-
partikkeli. Edullisinta kuitenkin on, ettd partikkeli
valmistetaan kdyttden vesipitoista IAS2-liuosta tai -suspen-
siota, joka sis&dltdd riittdvin md&rdn haluttua puskuriai-
netta. Sitten my&s kylmdkuivattu, enemmidn tai vidhemmin
pallomainen IAS2-partikkeli sisdltdd puskuriaineen.

Keksinndn mukaisen vdlineen sdilid(t) voi(vat) edul-
lisesti sisdltdd useita immunokemiallisesti aktiivisia
aineita (IAS3, 1IAS4 jne) edellyttden, ettd mainitut aineet
tdyttdvdt IAS2:1lle asetetut vaatimukset ja etteividt aineet
siind muodossa, jossa ne laitetaan, my®skdidn reagoi tois-
tensa eivdtkd IAS2:n kanssa jo kuvatuissa olosuhteissa.
IAS3, IAS4 jne kdsitetddn edullisesti samalla tavalla kuin
IAS2, jolloin saadaan kylm&kuivattuja, enemmidn tai vdhemmin
pallomaisia IAS3-, IAS4- jne partikkeleita. Koemenetelmi,
jossa keksinndn mukaista vdlinettd, jossa on IAS2- ja IAS3-
partikkelin sisdltédvid s&8i1iditd, voidaan edullisesti kdyt-
tdd, on inhibitiokoe, jossa IAS3 sisdltdid ainetta, joka
on immunilogisesti ekvivalentti tai immunologisesti tay-
dentdvd sen immunologisesti aktiivisen aineen kanssa, joka
halutaan md&drittdd. Muissa koemenetelmissd, joissa keksin-
nén mukaista védlinettd voidaan kdyttdid, kuten Sandwich-
kokeessa ja kompetetiivisessa kokeessa, riitt#dd yksi ainoa
IAS2-parktikkeli.

Keksinndn mukaisella vdlineelld IASl:std ja IAS2:sta
(ja mahdollisesti IAS3:sta) ja valitusta koemenetelmdsti
riippuen voidaan md&drittdd vasta-aineita, antigeeneja ja

hapteeneja.
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Sandwich-kokeessa IAS1l ja IAS2 ovat vasta-aineita,
jos miidritetddn antigeenia, ja antigeeneja tai anti-vasta-
aineita, jos midiritetddn vasta-ainetta. IAS1 ja IAS2 voivat
olla sekd poly- ettd monoklonaalisia vasta-aineita, kun
ymmdrretddn, ettd jos IAS1 ja IAS2 ovat midritettdvdd anti-
geenia vastaan muodostettuja monoklonaalisia vasta-aineita,
IASl-vasta-aineet tulisi usein tuottaa eri antigeenideter-
minanttia vastaan kuin IAS2-vasta-aineet. Jos mddritettévdssad
aineessa on kaksi tai useampia identtisid antigeenidetermi-
nantteja tai jos mddritettdvd aine, vaikka siina itsessdan
ei olekaan kahta identtistd determinanttia, on koevdliainees—
sa ryhmin muodossa siten, ettd ryhmdssd on kaksi tai useam-
pia identtisia antigeenideterminantteja, IAS1 ja IAS2 voi-
vat olla samaa antigeenideterminanttia vastaan muodostettuija
monoklonaalisia vasta-aineita.

Kompetetiivisessa kokeessa IAS2 on antigeeni tai
hapteeni, jos IAS1 on mono- tai polyklonaalinen vasta-aine,
kun taas IAS2 on mono- tai polyklonaalinen vasta-aine, Jos
IAS1 on antigeeni tai hapteeni.

Jos IAS1 on mono- tai polyklonaalinen vasta-aine
inhibitiokokeessa, IAS2:n tulisi myds olla mono- tai poly-
klonaalinen vasta-aine ja IAS3:n antigeeni, kun taas IAS2:n
tulisi olla antigeeni tai hapteeni ja IAS3:n vasta-aine,
jos IASl on antigeeni tai hapteeni. Myds tdssd pdtee ylla
mainittu preferenssi, jos IAS1 ja IAS2 ovat monoklonaali-
sia vasta-aineita.

Jotta osoitus olisi mahdollinen, IAS2:n tulisi sisdl-
tii leima-aine tai koeviliaineen kanssa inkuboinnin ja sdi-
1i6n pesun jdlkeen IAS2 tulisi saattaa kosketukseen IASZ2:een
sitoutuvan ja leima-aineen sis&dltdvdn aineen kanssa. Edul-
lisesti itse IAS2 sisiltdi leima-aineen. Leima-aine voi olla
IAS2:een sidottu isotooppi, tai entsyymi, védriaine, fluore-
soiva aine, metallisooli tai vdriainesooli.

Keksinndn mukaisella vdlineelld suoritettu immunoke-
miallinen mddritys suoritetaan yleensd seuraavasti. Koeneste

lisitddn s3iliddn sen jadlkeen, kun sulkija on poistettu.
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Sitten inkuboidaan jonkin aikaa. Inkuboinnin jédlkeen neste
poistetaan ja sdilid pest&ddn, jonka jilkeen kokeen tulos
voidaan md&drittdid, jos leima-aine on isotooppi, vidriaine,
fluoresoiva aine tai metallipartikkeli. Jos leima-aine on
entsyymi, pitdisi lisdtd mySs substraatti, jonka entsyymi
muuttaa havaittavaksi aineeksi.

Keksinndn mukaisella vdlineelld voidaan suorittaa
immunokemiallisia médrityksid, jotka spesifisyyden, herk-
kyyden ja selektiivisyyden suhteen eivit ole huonompia kuin
vdlineilld, joihin IAS2 ja mahollisesti IAS3 lisdtiin midri-
tyksen aikana tai vidhidn ennen mddritystd silloinkaan, kun
keksinndn mukaista v&dlinettid on sdilytetty kuukausia. Seu-
raavat esimerkit selittidvit keksintoi vksityiskohtaisemmin.

Esimerkki 1

Nelj&dlla polystyreenimikrotiitterilevylls, jotka
sisdltdvidt kahdeksan 12 kartiomaisesti sylinterinmuotoisen
tasapohjaisen s4ilidn (korkeus 10 mm, yldhalkaisija 6,5 mm,
alahalkaisija 6 mm), muodostamaa rivid, joukko sdilidisti
tdytettiin 0,135 ml:1lla vesipitoista, IASl:td sisdltivii
liuosta. 16 tunnin kuluttua neste poistettiin ja mikro-
tiitterilevyjd kuivattiin 24 tunnin ajan 20°C:ssa ilmassa
suhteellisen kosteuden ollessa alle 20 %. Mikrotiitterilevyt
1l ja 2 kdytettiin valittémasti joukkoon mddrityksiid, joissa
koevdliaineen s&ili&ihin lisdyksen jédlkeen mikrotiitteri-
levyn 1 s&ilidihin lisdttiin pisara vesipitoista IAS2-
livosta ja mikrotiitterilevyn 2 sdilidihin IAS2:ta sisiltivi
partikkeli, joka oli valmistettu alla kuvatulla tavalla
kdyttden pisaraa, jonka tilavuus ja IAS2-pitoisuus olivat
samat kuin mikrotiitterilevyn 1 s#ilidihin lisdtyn pisaran.
Mikrotiitterilevyjen 3 ja 4 s&ilidihin lis&ttiin kuivassa
huoneessa IAS2:ta sisdltidvit partikkelit, jotka myd&s oli
valmistettu alla kuvatulla tavalla kdyttden pisaraa, jonka
tilavuus ja IAS2-pitoisuus olivat samat kuin mikrotiitteri-
levyn 1 s&ilidihin lis&tyn pisaran. Joihinkin sdiliGihin

lisdttiin mySs IAS3:a sisidltavii partikkeleita. Sitten
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mikrotiitterilevyt 3 ja 4 suljettiin samassa kuivassa huo-
neessa sulkijalla, jossa oli 2,5 mm:n silikonikumiset nokat,
jotka sulkivat mikrotiitterilevyjen sdilidt ilmatiiviisti,
ja niitd sdilytettiin 1 viikon tai 3 kuukauden ajan, vastaa-
vasti, l8°C:ssa normaalissa ilmanpaineessa.

Tismillisesti tunnetun mddrdn IAS2:ta, puskuria ja
sakkaroosia, sis#dltdvidn liuoksen 0,05 ml:n tippojen annet-
tiin kulkea tippapipetin avulla vapaasti pudoten nestety-
pelld (80 cm) tdytetyn Dewar-pullon ldpi. Kiintedt, enemmdn
tai vihemmidn pallomaiset partikkelit kerdttiin pohjalta
ja kylmdkuivattiin. Naita partikkeleita kdytettiin mikro-
tiitterilevyjen 2,3 ja 4sdilidissd. IAS3:a sisdltavdt par-
tikkelit valmistettiin samalla tavalla.

Middritykset suoritettiin seuraavalla tavalla. Kun
koevdliaine, joka sisdlsi tarkasti tunnetun middrdn mddritet-
tivii ainetta, oli lisdtty, levyd inkuboitiin jonkin aikaa
37OC:ssa; tamdn jdlkeen seurasi pesu puskurilla ja osoitus.
Jos entsyymid (peroksidaasia) kdytettiin leima-aineena,
ennen osoitusta suoritettiin vield inkubointivaihe peroksidia
sisiltivid substraattia kdyttiden. Osoitus tapahtui eri esi-
merkeissd kolorimetrisesti.

Esimerkit 1, 4, 7, 10, joissa mddritettiin HBsAg:ta,
suoritettiin identtisesti, kun ymmdrretdan, ettd esimer-—
kissd 1 kdytettiin IAS2:ta sisdltévaa nestepisaraa ja esi-
merkeissi 4, 7 ja 10 IAS2:ta sisdltdvid partikkeleja, kokeen
suorittamisen ajankohdan partikkelien sdilidihin lisdyksesta
vaihdellessa. Sama pidtee esimerkkiryhmiin 2, 5, 8 ja 11
ja 3, 6, 9 ja 12, joissa madritettiin HCG:td ja testoste-
ronia, vastaavasti. Jokainen esimerkki suoritettiin 10 ker-
taa; saatu pitoisuus, joka on esitetty taulukon 1 viimei-
sessid sarakkeessa, on ndiden 10 mddrityksen keskiarvo.

Kuten tuloksien perusteella tulisi olla selvdd, kek-
sinndn mukaisella vdlineelld suoritettujen madritysten
laatu on sama kuin tunnetuilla védlineilla suoritettujen
miiritysten laatu. Keksinndn mukaisen vidlineen lisdetu on
se, etteil mddrityksen suorittavan henkildn tarvitse lisdta

tismidllisesti tunnettua mddrdd IAS2:ta $511i66n (sdilidihin),
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Esimerkki 2

Kahden mikrotiitterilevyn 23 sdilidtd pddllystet-
tiin M—-anti-HBsAg:11d kuten esimerkissd 1. Tamdn jdlkeen
0,050 ml vesipitoista liuosta, joka sisdlsi peroksidaasilla
leimattua anti-HBsAg:td, lisdttiin yvhden mikrotiitterilevyn
pddllystettyihin sdilidihin 0°C:ssa. Liuos jdidytettiin 15
sekunnin kuluessa -78°C:een, jonka jdlkeen mikrotiitterile-
vyd kylmdkuivattiin 16 tunnin ajan. Toisen mikrotiitteri-
levyn pddllystettyihin s5ilidihin lisdttiin partikkeli, joka
sisdlsi peroksidaasilla leimattua anti-HBsAg:td ja joka oli
valmistettu kuten esimerkissd 1. Tamin jdlkeen suoritettiin
entsyymi-immunologiset midritykset molemmilla mikrotiitte-
rilevyilld 19 eri ihmisen seerumia, jotka eivdt sisdltdneet
HBsAg:td, kdyttden ja kahdesti seerumeilla, jotka sisdlsivdt
0,1 U/ml ja 1,0 U/ml HBsAg:td, vastaavasti. Madritys ja
osoitus suoritettiin kuten esimerkissa 1.

Merkitsevyys laskettiin kaavasta

X-Y

Z
jossa X = seerumeille, jotka sisdlsivat 0,1 tai 1,0
U HBsAg/ml, mitattujen arvojen keskiarvo, Y = seerunmeille,
jotka eivédt sisdltédneet HBsAg:td, mitattujen arvojen keski-
arvo, ja 2 = ¥Y:n standardipoikkeama.

Taulukossa 2 esitetddn tulokset, jotka selvdsti
osoittavat, ettd keksinndn mukaiselle vidlineelle saatu
toteamisraja on matalampi kuin Us-patenttijulkaisun
4 017 597 mukaisella védlineella saatu toteamisraja (mita

suurempi merkitsevyys on, sitd matalampi toteamisraja) -

Taulukko 2
0,1 U HBsAg/ml 1,0 U HBsAg/ml
keksintd 8 88
US-patentti-
julkaisu
4 017 597 3 41

U/ml ovat Paul Ehrlich Instituutin (Frankfurt,

Saksan Liittotasavalta) méddrittelemdt HBsAg-yksikoét milli-
litraa kohti.
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Patenttivaatimukset

1. Vdline immunokemiallisen mddrityksen suorit-
tamiseksi, jossa vdlineessi on viahint&in vyksi s&ilio,
joka on avonainen yl#dosastaan ja jonka sis#dosaan on kiin-
nitetty immunokemiallisesti aktiivinen aine ja joka sul-
jetaan yl#dosastaan poistettavalla sulkijalla, ja t&ma
sd1ilid sisdltdd vdhint44n toisen immunokemiallisesti ak-
tiivisen aineen, joka ilman koev&liainetta siin# muodos-
sa, jossa mainittu toinen immunokemiallisesti aktiivinen
aine on suljetussa s&ilidssa s8ilytyksen ja kuljetuksen
aikana normaaleissa olosuhteissa, ei ole vuorovaikutuk-
sessa sdilidn sisdosan kanssa eikd reagoi siihen kiinni-
tetyn immunokemiallisesti aktiivisen aineen kanssa,
tunnettu siitd, ettd s&ilid sisaltidsd kiintean,
enemmdn tai v8hemmdn pallomaisen kylm&kuivatun partikke-
lin, joka sis#lt&4 toisen immunokemiallisesti aktiivisen
aineen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen vdline, t u n -
nettu siitd, ettd partikkeli sis&ltia myds puskuri-
aineen.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen vdline,
tunnettu siits8, ettd partikkeli sisdltas myos
kovikkeen.

4. Yhden tai useamman patenttivaatimuksen 1 - 3
mukainen vd8line, tunnettu siitd, ettd vidlinees-
sd on sdilis.

5. Yhden tai useamman patenttivaatimuksen 1 - 4
mukainen vdline, tunnettu siitd, ettd vidlinees-
sd on 2 - 1000 sdiliota.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen vdline, t u n -
nettu siitd, ettd valineessid on mikrotiittorilevy.

7. Patenttivaatimuksen 5 tai 6 mukainen védline,
tunnettu siitd, ettd sulkija on levy , jossa on

nuppeja, jotka sulkevat s4iliét.
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Patentkrav

1. Anordning f6r utfdérande av en immunokemisk be-
stamning, vilken anordning har atminstone en behdllare
med en Oppning i ovandelen och pa vars insida anbringats
en immunokemiskt aktiv substans och vars ovansida till-
sluts med en ldstagbar férslutare, och denna behallare
innehdller atminstone en annan immunokemiskt aktiv sub-
stans, vilken i franvaro av testmedium och i den form som
sagda andra immunokemiskt aktiva substans innesluts i den
tillslutna behdllaren, inte under uppbevaring och tran-
sport under normala férhallanden uppvisar nagon vaxel-
verkan med insidan av behdllaren och ar inert i forhal-
lande till den immunokemiskt aktiva substans som anbrin-
gats darpa, k&nnetec k nad diarav, att behdl-
laren innehdaller en fast, mer eller mindre sfarisk frys-
torkad partikel, vilken innehdller den andra immuno-
kemiskt aktiva partikeln.

2. Anordning enligt patentkravet 1, k danne -

t ec knad dirav, att partikeln dessutom innehaller
ett buffertmedel.

3. Anordning enligt patentkravet 1 eller 2,
kannetecknad dirav, att partikeln dessutom
innehdller ett styvningsmedel.

4. Anordning enligt ett eller flere av ovanstdende
patentkrav, k a nn e tecknad darav, att anord-
ningen innehdller en behallare.

5. Anordning enligt ett eller flere av ovanstaende
patentkrav, k d@nnetec knad dirav, att anord-
ningen innehdller 2 - 1000 behallare.

6. Anordning enligt patentkravet 5, k&dnne -
tecknad darav, att anordningen innehdller en mik-
rotiterplatta.

7. Anordning enligt patentkravet 5 eller 6,

k annetecknad diarav, att fodrslutaren &r en
platta, som forsetts med knoppar som forsluter behallar-

na.
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