LT

Fleee102821B

(12) PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT

(100 FI 102921 B

(45) Patentti mydnnetty - Patent beviljats 15.03.199%
(51) Kv.lk.6 - Int.kl.6
G 01N 33/546, 33/543
SUOMI-FINLAND (21) Patenttihakemus - Patentansdkning 920329
(FI) (22) Hakemispdivad - Ansdkningsdag 24.01.1992
(24) Alkupdiva - Lopdag 24.01.1992
Patentti- ja rekisterihallitus (41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 26.07.1992
Patent- och registerstyrelsen (32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet

(73)

(72)

(74)

(54)

(56)

(57)

25.01.1991 US 646303 P

Haltija - Innehavare

1. Clinical Diagnostic Systems, Inc., 100 Indigo Creek Drive, Rochester, NY 14650, USA, (US)

Keksijad - Uppfinnare

1. Sutton, Richard Calvin, 113 Wimbledon Road, Rochester, NY 14617, USA, (US)

2. ponticello, Ignazio Salvatore, 21 Copper Woods, Pittsford, NY 14534, USA, (US)

3. Danielson, Susan Jean, 9 LaCroix Court Drive, Apt K, Rochester, NY 14603, USA, (US)
4. Oenick, Marsha Denise Bale, 44 SanGabriel Drive, Rochestex, NY 14610, USA, (US)

Asiamies - Ombud: Kolster Oy Ab, Iso Roobertinkatu 23, 00120 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benamning

Menetelmid biologisesti aktiivisten reagenssien valmistamiseksi sukkiini-imidia
sisaltivistd polymeereistd, analyysielementti ja menetelmid niiden kdyttamiseksi
rSrfarande for framst3llning av biologiskt aktiva reagenser fran polymerer innehidllande
succinimid, analyselement och forfaranden f8r anvindning av dessa

Viitejulkaisut - Anfdrda publikationer

CH A 601364 (C 08F 2/00), EP A 220899 (G 01N 33/531), EP A 323692 (G 01N 33/546)

Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint®$ koskee biologisesti aktiivisten
reagenssien valmistamista kopolymeerihiuk-
kasista, joilla on voimakkaasti aktiivisia
sukkiini-imidiryhmi8. Reagensseja valmis-
tetaan 1iitt#ms114 kovalenttisesti biolo-
gisesti aktiivisia aineita,
vasta-aineita, hiukkasiin suoraan tail epd-

esimerkiksi

suorasti amidiryhmien kautta syrjéyttémdl-
14 hiukkasen pinnalle olevat voimakkaasti
aktiiviset sukkiini-imidiryhmdt. Naitd
reagensseja k#ytetdidn edullisesti analyyt-
tisiss8 elementeissi, menetelmissd spesi-
fisesti sitoutuvien ligandien (kuten immu-
m84rittamiseksi,
immuunim88rityksissd ja puhdistusmenetel-

nologisten spesiesten)

miss8, kuten affiniteettikromatografiassa.

Uppfinningen avser framst8llning av biolo-
giskt aktiva reagenser av sampolymerpar-
tiklar med starkt aktiva succinimid-
grupper. Reagenserna framstdlls genom
kovalent anslutning av biologiskt aktiva
till
direkt eller indirekt via
amidgrupper genom undantréngande av starkt
aktiva succinimidgrupper pd partikelytan.
Dessa reagenser anvénds med f8rdel i ana-
lytiska element, f&rfaranden f&r detekte-
ring av specifikt bindande ligander (sasom
immunologiska specier) och immunoanalyser,
och i reningsfdrfaranden,

substanser, exempelvis antikroppar,

partiklarna,

sdsom affini-
tetskromatografi.
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Menetelmi biologisesti aktiivisten reagenssien valmista-
miseksi sukkiini-imidii sisiltdvistd polymeereistd, ana-
lyysielementti ja menetelmid niiden kdyttdmiseksi

Tamd keksint® koskee menetelmdd biologisesti aktii-
visten reagenssien valmistamiseksi, jossa kdytetddn poly-
meerihiukkasia. Se koskee my®s analyysielementtej&, jotka
sisidltdvat tidllaisia biologisesti aktiivisia reagensseja,
ja immuunimd&rityksi8 ja spesifiseen sitoutumiseen perus-
tuvia analyysimenetelmis, joissa niit4d k#dytetddn. Lisdksi
se koskee analyyttist8 puhdistusmenetelmdd, jossa kdyte-
t434n n4it8 reagensseja. T&t8 keksintdd voidaan kayttaa
erilaisiin kliinisiin, diagnostisiin, l&&ketieteellisiin
ja tutkimustarkoituksiin.

Kaytdnndn l#d¥ketieteessd ja tutkimuksessa ja ana-
lyyttisiss8d ja diagnostisissa menettelyiss& tarvitaan jat-
kuvasti erilaisissa juoksevissa aineissa, kuten biologi-
sissa nesteissd esiintyvien kemiallisten ja biologisten
aineiden nopeita ja tarkkoja méadrityksid. Spesifiset si-
toutumisreaktiot tarjoavat yhden t&llaisen menetelmdn,
jossa kdytet#dsn reagoivia aineita, joista ainakin yksi on
immobilisoitu kiintedlle alustalle. T&m& menetelmd mahdol-
listaa tyypillisesti vesiliukoisten reagoimattomien ainei-
den erottamisen veteen liukenemattomasta reaktiotuottees-
ta. Lisdksi tdllaisia immobilisoituja reagensseja voidaan
kiyttdaa affiniteettikromatografiassa halutun biologisesti
aktiivisen materiaalin poistamiseksi mainitunlaisten ai-
neiden seoksesta.

Joissakin tapauksissa hiukkasmaiset alustat, joita
kdytetddn spesifisiss# sitoutumisreaktioissa, on suunni-
teltu siten, ettd niiden ulkopinnoilla on aktiivisia ryh-
mi4d., T&amd8 mahdollistaa biologisten aineiden reagoinnin
hiukkasten ulkopinnan kanssa. Jos hiukkasmainen alusta on
polymeerinen, se voidaan usein valmistaa monomeereista,

joissa on asianomaisia aktiivisia ryhmia. US-patenttijul-
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kaisu 5 030 697 koskee polymeeriin sidottua kytkettavisss
Olevaa vdriainetta, joka sisdltii vesiliukoista kopolymee-
rid, siihen kovalenttisesti sidottua viriainetta Jja funk-
tionaalisia ryhmid, jotka mahdollistavat polymeerividriai-
neen kovalenttisen kytkeytymisen biologisiin materiaalei-
hin.

Epdtoivottu epdspesifinen proteiinin adsorptio on
ollut jatkuva ongelma kiytettdess# polymeeristd materiaa-
lia kiinte#nd alustana analyyttisissi Jja diagnostisissa
menetelmiss8. Epdspesifinen proteiini on epdtoivottava,
koska se aiheuttaa epitoivottua taustaa Jja peittas oikeita
tuloksia.

Polymeerinpinnan hydrofiilinen luonne on myds ollut
huomattavan tutkimusty8n kohteena. Hydrofiilisyyden kasvu
vdhentdd joidenkin muttei kaikkien proteiinien adsorp-
tiota.

Teollisuudessa tarvittaisiin materiaalia, josta
voidaan valmistaa kiinteit& alustoja ja Jjoka on veteen
liukenematonta, silloittamatonta, huokosetonta ja kykene-
vaa liittym88n kemiallisiin ja biologisiin materiaaleihin.

Edelld mainitut ongelmat voitetaan menetelmilli
biologisesti aktiivisen reagenssin valmistamiseksi, joka
menetelmd kdsittdd vaiheen, jossa saatetaan reagoimaan

(I) veteen liukenematon, huokoseton hiukkanen, jos-
sa ainakin ulkopinta koostuu silloittamattomasta kopoly-
meeristd, jossa on toistuvia yksik®itd, jotka ovat perdi-
sin

(a) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattéméstd polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevdt Kkopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silli edellytyksells,
ettd yksik#ddn ndistd monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdestd8 tai useammasta etyleenisesti tyydytty-

mattdméstd polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
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on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmd&8 ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestd tai useammasta hydrofiilisestd etylee-
nisesti tyydyttym#dttém&std polymeroitavissa olevasta mono-
meerista, joiden osuus on O - 10 mol-%,

(II) biologisesti aktiivisen aineen kanssa,

jolloin (I) ja (II) sitoutuvat kovalenttisesti ami-
diryhm#n kautta sukkiini-imidoksikarbonyyliryhm&n sukkii-
ni-imidoksiosan syrjaytysreaktiolla.

Tdm3 keksint® tarjoaa kdyttddn myds analyysielemen-
tin, joka k#sittidd nestettd l&pdisevdn alustan, jossa on
yksi tai useampia reaktiovyShykkeitd ja Jjoka sisdltaa va-
hint48n yhdelld vydhykkeistd biologisesti aktiivista rea-
genssia,

jolle elementille on tunnusmerkillistd, etta biolo-
gisesti aktiivinen reagenssi on edelld kuvatun kaltainen.

Lisdksi tdmid keksint® tarjoaa kdyttddén analyysiele-
mentin, joka k#sitt43 huokosettoman alustan, jolle on si-
joitettu virtausyhteyteen ja seuraavassa jdrjestyksessd

reagenssikerros, joka sisdltdd yhtd tai useampaa
reagenssia detektoitavissa olevan signaalin antamiseksi
midrityksessd reaktiona entsyymiin,

huokoinen levityskerros, joka sisdltdd biologisesti
aktiivista reagenssia, ja

mihin tahansa huokosettoman alustan yl&dpuolella
olevaan kerrokseen sijoitettuun entsyymiin sidottua ligan-
dianalogia,

jolle elementille on tunnusmerkillistd, ettd biolo-
gisesti aktiivinen aineosa sisdltad

(i) edells kohdassa (1) kuvatun hiukkasen ja ligan-
dia vastaavan reseptorin, joka on sidottu kovalenttisesti
hiukkaseen amidiryhm#n kautta sukkiini-imidoksikarbonyyli-
ryhmén sukkiini-imidoksiosan syrjdytysreaktiolla.

Lisdksi keksintd tarjoaa kdyttd6n menetelmdn spesi-

fisen sitoutuvan ligandin md3rittdmiseksi, jossa
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A. saatetaan ndyte, jonka ep#ill#in sisiltivin ve-
siliukoista spesifistd sitoutuvaa ligandia, kosketukseen
biologisesti aktiivisen reagenssin kanssa, jolloin muodos-
tuu ligandin veteen liukenematon spesifinen sitoutumis-
kompleksi reseptorin kanssa, ja

B. detektoidaan kompleksin 1l&sndolo osoituksena
ligandin l&sn&- tai poissaolosta niytteesss,

jolle menetelmélle on tunnusmerkillist&, etti bio-
logisesti aktiivinen reagenssi on edell3d kuvattu rea-
genssi.

Tdmd keksintd tarjoaa lisdksi kayttd8n menetelmin
spesifisen sitoutuvan ligandin médrittdmiseksi kdyttim&lls
kompetitiivista sitoutumismdiritystd, jossa

A. saatetaan ndyte, jonka ep#ill8in sisiltivin ve-
siliukoista spesifistd sitoutuvaa ligandia, kosketukseen
biologisesti aktiivisen reagenssin kanssa,

B. ennen vaiheessa A aikaansaatavaa kontaktia, sa-
manaikaisesti sen kanssa tal sen jdlkeen saatetaan niayte
kosketukseen ligandia vastaavan reseptorin kanssa, jolloin
muodostuu reseptorin vesiliukoinen spesifinen sitoutumis-
kompleksi vesiliukoisen 1ligandin kanssa ja reseptorin
veteen liukenematon sitoutumiskompleksi veteen liukenemat-
toman ligandin kanssa,

C. erotetaan veteen liukenematon kompleksi vesiliu-
koisista materiaaleista ja

D. detektoidaan veteen liukenemattoman kompleksin
ldsndolo osoituksena 1ligandin 1l&sn8- tai poissaolosta
ndytteessd,

jolle menetelmdlle on tunnusmerkillistsd, ettd bio-
logisesti aktiivinen reagenssi k#&sittd3d edelld kohdassa
(I) kuvatun hiukkasen ja (II) ligandimolekyylej&, jotka on
sidottu kovalenttisesti hiukkaseen amidiryhm&n kautta suk-
kiini-imidoksikarbonyyliryhm&n sukkiini-imidoksiosan syr-
jdytysreaktiolla.
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Tamd keksint® tarjoaa kdyttddn myds menetelmdn im-
munologisen spesieksen m8drittédmiseksi, jossa

A. saatetaan niyte, jonka epdillddn sisdltdvdn im-
munologista spesiestd, kosketukseen reagenssin Kkanssa,
joka sisdltaa

edelld kuvatun kaltaisen hiukkasen ja

kyseistd4 spesiestd vastaavan reseptorin, jolloin
muodostuu spesieksen veteen liukenematon immunologinen
kompleksi reseptorin kanssa, edullisesti mikrohuokoiselle
suodatuskalvolle immobilisoidun reagenssin kanssa,

B. poistetaan vesiliukoiset materiaalit kompleksis-
ta, edullisesti suodattamalla, ja

C. detektoidaan kompleksin l8sndolo osoituksena im-
munologisen spesieksen ldsnd- tail poissaolosta ndytteessa,

jolle menetelmdlle on tunnusmerkillistd, ettd hiuk-
kanen on edelld kohdassa (I) kuvatun kaltainen ja resepto-
ri on sidottu kovalenttisesti hiukkaseen amidiryhm&n kaut-
ta sukkiini-imidoksikarbonyyliryhm8n sukkiini-imidoksiosan
syrjdytysreaktiolla.

Lis#dksi keksintd tarjoaa kdyttdsdn analyyttisen puh-
distusmenetelmdn, jossa

A. johdetaan biologisesti aktiivisten aineiden se-
osta sisdltdvd ndyte affiniteettikromatografiaregenssin
yli, joka sis&altdé

edelld kuvatun hiukkasen ja

spesifisesti sitoutuvaa ainetta, ja

B. otetaan talteen reagenssilla oleva yksi tai
useampi ennelta m#iritty biologisesti aktiivinen aine,

jolle menetelmélle on tunnusmerkillistd, ettd hiuk-
kanen on edell3 kohdassa (I) kuvatun kaltainen, spesifi-
sesti sitoutuva aine on sidottu kovalenttisesti hiukkaseen
amidiryhm8n kautta sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmdn suk-
kiini-imidoksiosan syrjaytysreaktiolla Jja spesifisesti
sitoutuva aine on spesifinen biologisesti aktiivisia ai-
neita sisdltdvissd ndyteseoksessa olevalle yhdelle tai
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useammalle ennalta mddritylle biologisesti aktiiviselle
aineelle.

Tama keksintd tarjoaa k&yttdsn reagensseja, jotka
ovat kdyttokelpoisia erilaisissa analyyttisissd, diagnos-
tisissa ja puhdistusmenetelmissi.

Lisdksi tarjotaan kdytt88n menetelmi nukleiinihapon
detektoimiseksi, jossa (a) muodostetaan veteen liukenema-
ton hybridisaatiotuote nukleiinihapon ja reagenssin vilil-
le ja (b) detektoidaan hybridisaatiotuotteen l&sndolo
osoituksena kiinnotuksen kohteena olevan nukleiinihapon
lasndolosta tai mddréastd,

jolle menetelm#lle on tunnusmerkillistsd, etti rea-
genssi sisdltd3 edellid kohdassa (I) kuvatun kaltaiseen
hiukkaseen aktiivisen sukkiini-imidoksikarbonyyliryhm&n
kautta kovalenttisesti sidottua oligonukleotidia, joka on
suurin piirtein komplementaarinen kiinnostuksen kohteena-
olevalle nukleiinihapolle.

Taman keksinndn etuna on, etta tietyt sukkiini-imi-
diryhmdn sis8ltdvit kopolymeerit ovat helpommin ja t&ydel-
lisemmin sis#llytettdvissid veteen liukenemattomiin latek-
sihiukkasiin ja helpottavat siten proteiinien tai muiden
biologisten yhdisteiden 1liitt&mistd. Lis#ksi t&m&n kek-
sinndn yhteydessd kdyttdkelposilla kopolymeereills on seu-
raavia etuja: (1) ne ovat liukenemattomia veteen ja (2)
turpoamattomia vedessd, (3) kolloidi on stabiili biokemi-
allisten immobilisointimenetelmien vyhteydessd, (4) ne ei-
vdt sisdlla pinta-aktiivisia aineita eivitks (5) polymee-
rid suojaavia kolloideja, (6) ne ovat huokosettomia, (7)
ne eivdt muodosta ristisidoksia ja (8) ne ovat monodisper-
goituvia.

Kopolymeerien olennaiset toistuvat yksikdt ovat
perdisin

(a) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mdattomastd polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevat mainitun kopolymeerin hydrofobi-
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seksi ja joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, edullisemmin
90 - 99,9 mol-% ja edullisimmin 95 - 99,9 mol-%, silla
edellytyksells, ettd yksikd&n ndista monomeereista el ole
ristisitoutuva monomeeri, ts. monomeeri Jjossa kaksi tai
useampia additiomekanismilla polymeroitavissa olevia vi-
nyyliryhmis, joilla on kyky polymeroitua siten, ettd muo-
dostuu kolmiulotteinen, silloittunut polymeeriverkosto,

(b) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mdttdmistd polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhm3 ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, edullisemmin O,1 - 10 mol-% ja edullisim-
min 0,1 - 5 mol-%, Ja

(c) yhdestd tai useammasta ristisidoksia muodosta-
mattomasta etyleenisesti tyydyttym&ttdmadsta polymeroita-
vissa olevasta monomeerista, kuten ionisista tai polaari-
sista hydrofiilisistd monomeereista, joiden osuus on
O - 10 mol-%, -edullisesti O - 5 mol-% ja edullisemmin
0 - 3 mol-%.

Kopolymeeri sis#lt#4 edullisesti edelld kuvatun

kaltaista monomeeria (b), jota edustaa seuraava rakenne:

| -
CH,=C- (L)y—<~C-0- N
;7 n
F )

jossa

R on vetyatomi, 1 - 3 hiiliatomia sisdltdvd alkyy-
liryhm8 tai halogeeniatomi,

L on kytkentdryhm#, jonka kytkevdssd ketjussa on
vihint88n kaksi hiiliatomia ja joka koostuu v8hint##n kah-
den ryhm#n yhdistelm#st#, joita ryhmid ovat 1 - 8 hiili-
atomia sis#ltdvit alkyleeniryhmidt, 6 - 12 hiiliatomia si-
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saltavédt aryleeniryhmidt, heteroatomit ja heteroatomin si-
sdltdvat ryhmit,

monO tai 1, non 1 tai 2 ja Pon O tai 1, silla
edellytykselld, ettd kun n on 2, yksi alkyleeni- ja ary-
leeniryhmistd on trivalenttinen.

Tarkemmin m&&riteltyns edells mainitussa rakentees-
sa R on vetyatomi, 1 - 3 hiiliatomia sisdltdvd alkyyliryh-
md (kuten metyyli-, etyyli-, isopropyyli- tai n-propyyli-
ryhmd) tai halogeeniatomi (kuten kloori- tai bromiatomi).
R on edullisesti vetyatomi, metyyliryhmd tai klooriatomi.
R on edullisemmin vetyatomi tai metyyliryhmi.

L on orgaaninen kytkentdryhm&, jonka kytkeviassi
ketjussa on vihint&in kaksi hiiliatomia ja joka on yhdis-
telmd, joka sis#ltdid vihintdin kaksi ryhm8d, joita ovat
(1) alkyleeniryhmit, Joissa on 1 - 8 hiiliatomia, kuten
metyleeni-, etyleeni-, trimetyleeni-, propyleeni-, penta-
metyleeni- tai 2,2-dimetyy1i-l,3-propyleeniryhma, (2) ary-
leeniryhmét, joissa on 6 - 12 hiiliatomia, kuten fenylee-
ni-, tolyleeni-, ksylyleeni- tai naftyleeniryhms, (3) di-
valenttiset heteroatomit, kuten happi- (oksi-) tai rik-
ki-(tio-)atomi, ja (4) heteroatomin sisdltdvdt ryhmit,
kuten karbonyyli-, sulfonyyli- tai iminoryhma (-NR!, jossa
R on vetyatomi tai 1 - 6 hiiliatomia sis&ltivi alkyyliryh-
md, kuten metyyli-, etyyli-, propyyli-, butyyli-, pentyy-
1i tai heksyyliryhm&).

Alkyleeniryhm&t voivat sis#ltds 1 - 8 hiiliatomia
ja ne voivat olla haaroittuneita, lineaarisia tai syk-
lisid, substituoimattomia tai substituoituja yhdelld tai
useammalla alkyyliryhm&114 (edullisesti 1 - 8 hiiliatomia
sisdltdvdlld, kuten metyyli-, etyyli-, isopropyyli-, hek-
syyli- tai Oktyyliryhm&lls), alkoksyyliryhm#l1ld (edulli-
sesti 1 - 12 hiiliatomia sisdltdvidlls, kuten metoksyyli-,
etoksyyli-, propoksyyli-, t-butoksyyli- tai oktyylioksyy-
liryhm8114, sykloalkyyliryhm#ll4 (edullisesti 4 - 6 hiili-
atomia sis8ltavidlli, kuten syklobutyyli-, sykloheksyyli-
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tal syklopentyyliryhm#lld) tai aryyliryhmalla (edullisesti
6 - 12 hiiliatomia sis#lt&valld, kuten fenyyli-, tolyyli-,
ksylyyli-, naftyyli-, 4-metoksifenyyli- tai kloorifenyyli-
ryhm4114). Tdllaiset ryhm8t eivdt ole vaikeita suunnitel-
tavia tai syntetisoitavia synteettisen kemian alan ammat-
timiehelle. Aryleeniryhm#t voivat sisdltdd 6 - 12 rengas-
hiiliatomia ja alkyleeniryhmien yhteydessd mddriteltyja
substituentteja.

mon O tai 1, non 1 tai 2 ja P on O tai 1 silla
edellytykselld, ettd kun n on 2, yksi mainituista alkylee-
ni- ja aryleeniryhmist8 on trivalenttinen.

P ja m ovat edullisimmin O.

Monomeeri (b) on edullisesti styreeni tai styreeni-
johdannainen tai akryyli- tai metakryylihappoesteri. Se on
edullisemmin N-akryloyylioksisukkiini-imidi, 4-(2-sukkii-

- ni-imidoksikarbonyylietyylitiometyyli)styreeni, 4-[1,2-

bis(sukkiini-imidoksikarbonyyli)etyylitiometyyli]styreeni
taid-(2-sukkiini-imidoksikarbonyylifenyylitiometyyli)sty-
reeni.

Vaikka edelld kohdassa (b) kuvattuja monomeereja
voidaan polymeroida homopolymeereiksi, niitd kdytetadan
edullisesti kopolymeerien valmistukseen yhdess& yhden tai
useamman muun etyleenisesti tyydyttym&ttdm&n polymeroita-
vissa olevan monomeerin kanssa. Esimerkeiksi edelld yksi-
kdiden (a) yhteydessd luetellut oleofiiliset monomeerit
ovat kayttokelpoisia antamaan tuloksena olevalle kopoly-
meerille ominaisuuksia, jotka tekev&t siitd hydrofobisem-
man ja veteen liukenemattomamman. Haluttaessa voidaan
k&yttds tallaisten monomeerien seosta. Yhdisteisiin, jois-
ta yksikdt (a) voivat olla perdisin, kuuluvat vinyyliaro-
maattiset yhdisteet (esimerkiksi styreeni ja styrenijoh-
dannaiset, kuten 4- vinyylitolueeni, a-metyylistyreeni,
2,5-dimetyylistyreeni, 4-t-butyylistyreeni ja 2-klooristy-
reeni), akryyli- ja metakryylihappoesterit ja -amidit
(esimerkiksi metyyliakrylaatti, metyylimetakrylaatti,
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n-butyyliakrylaatti, 2—etyy1iheksyylimetakrylaatti, bent-
syyliakrylaatti ja N-fenyyliakryyliamidi), butadieeni, ak-
ryylinitriili, vinyyliasetaatti, vinyylibentsyyliasetaat-
ti, vinyylibromidi ja vinylideenikloridi. Edullisia mono-
meereja (a) ovat vinyyliaromaattiset yhdisteet ja edulli-
sin styreeni.

Lisdéksi voidaan toivottujen ominaisuuksien antami-
seksi kopolymeroida etyleenisesti tyydyttyméttémis polyme-
roitavissa olevia monomeereja (c), jotka ovat muita kuin
edelld monomeereina (a) tai (b) kuvatut. Tdllaisiin mono-
meereihin kuuluvat anioniset monomeerit, jotka sis#ltivit
sulfonihapporyhmis, tai niiden suolat, mukaan luettuina
2—akryyliamido-2—metyylipropaanisulfonihappo,3—metakrylo—
yylioksipropaani-l-sulfonihappo,p-styreenisulfonihappoja
niiden suolat. Monomeeriryhm#in (c) kuuluvat myds ionitto-
mat hydrofiiliset monomeerit, kuten akryyliamidi, metak-
ryyliamidi, N-isopropyyliakryyliamidi, 2-hydroksietyyliak-
rylaatti, 2-hydroksietyy1imetakrylaatti, pentaetyleenigly-
kolimonometakrylaatti ja N-vinyyli-2-pyrrolidoni. Lis#ksi
voitaisiin k&yttis monomeereja, joissa on aktiivisia mety-
leeniryhmi&, kuten 2—asetoasetoksietyylimetakrylaattia,
samoin kuin monia muita monomeereja, joita on liian lukui-
sia t&ssd mainittaviksi.

Tamdn keksinndn mukaisia kopolymeereji valmistetaan
kdytté&mdlls tavanomaisia emulsio- tai suspensiopolymeroin-
timenetelmid, joita kuvaavat esimerkiksi Sorenson et al.
Preparative Methods of Polymer Science, 2. p., Wiley and
Sons, New York 1968 ja Stevens teoksessa Polymer Chemist-
ry, An Introduction, Addison Wesley Publishing Co., Lontoo
1975.

On ratkaisevaa, ettsa tissi kuvattuja kopolymeereji
kdytetddn hiukkasmaisessa muodossa tamin keksinnén mukais-
ten reagenssien valmistukseen. Keskimiairdinen hiukkaskoko
voi vaihdella suuresti reagenssin kdyttdtarkoituksen mu-
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kaan. Se on yleensid 0,01 - 20 mm, edullisesti 0,01 - 10 mm
ja edullisemmin 0,05 - 5 mm.

Tidmin keksinndn mukaisella menetelmdlld valmiste-
tuissa reagensseissa on yksi tai useampi biologisesti ak-
tiivinen aine, jotka on liitetty kovalenttisesti polymee-
rihiukkasiin amidiryhmien kautta syrjdyttédmdlld hiukkasten
ulkopinnalla olevat aktiiviset sukkiini-imidiesteriryhmét.
Tdss8 k4ytettynd termin "biologisesti aktiivinen aine”
piiriin on tarkoitettu kuuluvaksi mika tahansa orgaaninen
yhdiste, joka esiintyy eldvdssd organismissa tai on kayt-
tdkelponen diagnosoinnissa, hoidossa tai eldvien organis-
mien solumateriaalin geneettisessi késittelyssd ja jolla
on kyky olla vuorovaikutuksessa muun biologisen tai ke-
miallisen materiaalin kanssa. T&dllaiset aineet voivat olla
biologisissa nesteiss# luonnossa esiintyvid tai esiinty-
mattomisd. Tallaisilla materiaaleilla t&ytyy olla kyky
liitty4 hiukkasiin aktiivisten sukkiini-imidoksiryhmien
syrjdytyksen kautta. Siten tama merkitsee yleisesti otta-
en, ettd biologisesti aktiivisessa aineessa on reaktioon
kdytettdvissd oleva amino- tai sulfhydryyliryhmd.

Reagenssin aiotun k&yttdtarkoituksen mukaan biolo-
gisesti aktiivisiin aineisiin kuuluvat, mainittuihin kui-
tenkaan rajoittumatta, aminohapot, peptidit, polypeptidit,
proteiinit (mukaan luettuina vasta-aineet, C-aktiivinen
proteiinit ja avidiini sekd sen johdannaiset), lipoprote-
iinit, glykoproteiinit, hormonit, l&dkeaineet (esimerkiksi
digoksiini, fenytoiini, fenobarbitaali, tyroksiini, trijo-
dityroniini, gentamisiini, karbamatsepiini ja teofyllii-
ni), steroidit, vitamiinit, polysakkaridit, glykolipidit,
alkaloidit, mikro-organismit, virukset, alkueldimet, sie-
net, loiset, rikketsiat, homeet, veren komponentit, kudos-
ten ja elinten komponentit, farmaseuttiset aineet, haptee-
nit, lektiinit, toksiinit, nukleiinihapot (mukaan luettui-
na joko yksi- tai kaksisdikeiset oligonukleotidit), anti-
geeniset materiaalit (mukaan luettuina proteiinit ja hii-
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lihydraatit), avidiini ja sen johdannaiset, biotiini ja
sen johdannaiset ja mink# tahansa edells mainitun mate-
riaalin komponentit.

Erityisen kayttbkelpoisia keksinn®n mukaisella me-
netelmdllda valmistettuja reagensseja ovat reagenssit,
joissa biologisesti aktiivinen aine on kiinnostuksen koh-
teena olevalle 1ligandille spesifinen reseptori. Niinpi
spesifistd reaktiota, johon reagenssi osallistuu, voidaan
kdayttdd erilaisiin menetelmiin (joita kuvataan yksityis-
kohtaisemmin jdljemp#n4). Esimerkkeihin ligandi-reseptori-
komplekseista (ts. ligandin ja reseptorin reaktiotuotteis-
ta) kuuluvat, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, vas-
ta-aine-antigeeni-, vasta-aine-hapteeni-, avidiini-biotii-
ni-, sokeri-lektiini-, gelatiini-fibronektiini- ja prote-
iini A -IgG-kompleksit. T&min keksinn&n yhteydessd pide-
tddn my8Ss komplementaarisia nukleiinihappoja (ts. komple-
mentaaristen sdikeiden hybridisaatiotuotteita) spesifises-
ti sitoutuvina materiaaleina. T&llaisten komplementaaris-
ten nukleiinihappojen (mukaan luettuina vihint#in 2 emdstd
sisdltdvdt oligonukleotidit) ei tarvitse olla komplemen-
taarisia joka emdsparin suhteen, eiki nukleiinihapposek-
venssin joka asemassa tarvitse olla yhteensopivaa emisti.
Tamd tarkoittaa, ettd toinen s#ikeisti voi olla toista
pidempi tai yhdelle s#ikeelle voi olla lukuisia sille
komplementaarisia oligonukleotideja eri sekvensseissi.

Kayttdkelpoisimpia biologisesti aktiivisia aineita
ovat alalla immuuniaktiivisina spesieksini tunnetut ai-
neet, jotka osallistuvat immunologiseen reaktioon ja joi-
hin kuuluu (1) mik3 tahansa aine, joka vaikuttaessaan im-
muunikompetenttiin is&nt&4n johtaa spesifisen vasta-aineen
syntymiseen, jolla on kyky sitoutua kyseisen aineen kans-
sa, ja (2) siten syntynyt vasta-aine. Niinp& immunologinen
spesies voi olla antigeeninen materiaali tai vasta-aine
(mukaan luettuina antivasta-aineet ja autovasta-aineet).

' Sekd8 monoklonaaliset ett3 polyklonaaliset vasta-aineet
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ovat kiyttdkelpoisia, ja ne voivat olla kokonaisia mole-
kyylej8 tai niiden erilaisia fragmentteja, kunhan niissd
on vdhint#8n yksi aktiivinen kohta hiukkasilla olevien ak-
tiivisten sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmien kanssa tapah-
tuvaa reaktiota varten.

Erityisen kdyttdkelpoisiin biologisesti aktiivisiin
aineisiin kuuluvat Streptococcus A:n, HIV-I:n, hampaiden
ymp&ryskudoksen sairauteen 1liittyvé8n mikro-organismin,
karbamatsepiinin, tyroksiinin, ihmisen koriongonadotropii-
nin, fenobarbitaalin, fenytoiinin, digoksiinin ja C-aktii-
visen proteiinin vastaiset wvasta-aineet.

Tietyiss3 suoritusmuodoissa immunologinen spesies
on entsyymi, jossa on aktiivinen ryhmd liittymistada varten.
Tyypillisiin esimerkkeihin entsyymeist& kuuluvat, mainit-
tuihin kuitenkaan rajoittumatta, piparjuuriperoksidaasi,
glukoosioksidaasi, ureaasi, B-galaktosidaasi, aspartaatti-
aminotransaminaasi, alaniiniaminotransaminaasi, laktaatti-
dehydrogenaasi, kreatiinifosfokinaasi,'Y—glutamyylitrans—
feraasi, alkalinen fosfataasi, hapan fosfataasi ja eturau-
hasen hapan fosfataasi.

Joissakin suoritusmuodoissa, kuten kompetitiivisis-
sa sitoutumismdlrityksissd ladkkeiden tai raskauden mda-
rittdmiseksi, biologisesti aktiivinen aine on ihmisen ko-
riongonadotropiinin, fenobarbitaalin, fenytoiinin tai di-
goksiinin vastainen vasta-aine.

Biologisesti aktiivista ainetta voidaan haluttaessa
muuntaa tai muuttaa kemiallisesti aktiivisten ryhmien 1i-
sd8miseksi siihen 1liittdmistd8 varten, mukaan luettuna
liittdmiseen tarkoitetun kytkentdryhmd&n lisddminen.

Menettely, jota kdytet8&n biologisesti aktiivisen
aineen kiinnittimiseen polymeerihiukkasiin t&m&n keksinn&tn
mukaisten reagenssien valmistamiseksi, on yleisesti esi-
tettynd seuraava.

Polymeerihiukkasten vesisuspensio kdsitellddn suo-

raan polymeerihiukkasiin kovalenttisesti sidottavan biolo-
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gisesti aktiivisen materiaalin puskuroidulla liuoksella
tai suspensiolla biologisesti aktiivisen aineen ja poly-
meerin vdlisen massasuhteen ollessa 0,1:1 000 - 1:1, edul-
lisesti 1:1 000 - 100:1 000, ja pH:n ollessa alueella
7 - 10, edullisesti 8,5 - 9,5. Seosta sekoitetaan riittavi
aika reaktion saattamiseksi loppuun, ts. jopa muutamia
tunteja, vaikkakin 2 - 28 tuntia on yleensi# sopiva aika.
Reaktiot keskeytetddn tarvittaessa naudan seerumialbumii-
nilla, eristetddn sitten hiukkaset (edullisesti sentrifu-
goimalla) ja suspendoidaan uudelleen puskuroituun fysiolo-
giseen suolaliuokseen. Eristys- ja uudelleensuspendointi-
vaiheita toistetaan yksi tai useampi kerta ja lopullinen
dispersio valmistetaan siten, ettd sen kiintoainepitoisuus
on 0,1 - 40, edullisesti 1 - 10 paino-%, ja stabiloidaan
(edullisesti k&ytt&m&lld 0,02 % mertiolaattia). THtd me-
nettyd voidaan muuntaa huomattavasti, erityisesti aikoja,
lampStilaa, puskureita, stabilointiaineita tai muita rea-
gensseja ja eristys- ja keskeytysmenetelmi#, saavuttaen
vastaavia tuloksia.

Reaktioseoksessa hiukkaskiintoaineen prosentuaali-
nen osuus on yleensd 0,01 - 40 %, edullisesti 1 - 10 §&,
reagenssin valmistuksen yhteydess#. Biologisesti aktiivi-
sen aineen mddrd suunnitellaan yleensd siten, ettd t&man
aineen massasuhde kopolymeeriin on 0,1:1 000 - 1,1, edul-
lisesti 1:1 000 - 100:1 000. Tulisi kuitenkin ymmirtsi,
ettd kaikki aine ei ehkd sitoudu kovalenttisesti hiukka-
siin. Itse asiassa sitd8 saattaa adsorboitua vain pieni
madrd, ja jotkut aineet eividt ehkd sitoudu ollenkaan.

Biologisesti aktiivisen aineen ja hiukkasten sekoi-
tus tehd&8n 1&mpdtilassa 5 - 50 °C, edullisesti 18 -
40 °C, ja se kest#d& 2 - 28 tuntia, edullisesti 4 - 24 tun-
tia. Aika vaihtelee lampétilan, biologisesti aktiivisen
aineen ja halutun peiton mukaan. Voidaan kdytt#i miti ta-
hansa sopivaa puskuria, mutta 4-(2-hydroksietyyli)-1-pi-
peratsiinipropaanisulfonihappo on edullinen.
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Erilaisten reagenssien tyyppillisten valmistus-
menettelyjen yksityiskohdat esitetddn j&dljemp&na olevissa
esimerkeissd.

Nukleiinihapporeagenssit valmistetaan edullisesti
samalla tavalla kuin muut edellid kuvatut reagenssit, mutta
tarkemmin m#iriteltynd polymeerihiukkasia, joiden keski-
midridinen hiukkaskoko on 0,01 - 10 mm, on ldsnd suspen-
siossa vidhint#in kiintoainepitoisuutena 1 % ja edullisesti
5 - 25 %. Tamin piirteen etuna on, ettd silld saadaan ai-
kaan reagenssi, joka antaa paljon voimakkaamman signaalin
sytomegalovirus-DNA:n mddrityksessd.

Yleisesti esitettyns menetelmdsséd nukleiinihappore-
agenssien valmistamiseksi

saatetaan vesisuspensio, joka sis8ltdd sukkiini-
imidipitoisia polymeerihiukkasia, joiden keskimddrdinen
hiukkaskoko on 0,05 - 10 mm ja joita on l&snd v&hintdan
kiintoainepitoisuutena 1 %, kosketukseen oligonukleotidin
kanssa, jossa on aktiivinen amiini- tai sulfhydryyliryhmd,
joka reagoi aktiivisten sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmien
kanssa, jolloin hiukkasten ja oligonukleotidin vé&lille
muodostuu kovalenttinen kytkenta.

Ellei oligonukleotidissa ole tarvittavia aktiivisia
amiini- tai sulfhydryyliryhmis, niit8 voidaan lis&ta kdyt-
tdm&lla tunnettuja menettelyj& ja reagoivia aineita.

Tamin keksinndn mukaisissa analyyttisissd tai diag-
nostisissa menetelmissi kyseisi8 reagensseja voidaan kayt-
t44 mink3 tahansa spesifisesti sitoutuvan ligandin detek-
tointiin jolle on olemassa reseptorimolekyyli. T&man kek-
sinndn mukaisessa reagenssissa oleva biologisesti aktiivi-
nen aine voi olla spesifisesti aktiivinen joko ligandin
tai sen reseptorin suhteen. Ligandin detektointi voidaan
tehds liuoksessa tai kuivassa muodossa (kuvataan jdljempa-
n4d) kiyttsdm#lls vesipohjaisista nesteistd (kuten biologi-
sista nesteistd) tai kudos- tai solumateriaalien liuoksis-
ta koostuvia tutkittavia n#ytteitd, ja m8#ritys voi olla
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kvantitatiivinen, kvalitatiivinen tai molempia. Tarkemmin
madriteltynd keksint®d voidaan kdytt8d eldinten, ihmisen
tai kasvien biologisten nesteiden, edullisesti kuitenkin
ihmisen nesteiden tutkimiseen, mukaan luettuina kokoveri,
seerumi, plasma, imuneste, sappineste, virtsa, selk#dydin-
neste, yskokset, kyynelneste, hiki, irtosolundytteet, ku-
dosviljelm&t, uloste, solunesteet, emdtineritteet ja sie-
menneste. On myds mahdollista tutkia ihmis- tai el&inku-
doksesta, kuten luurankolihaksesta, syddmestd, munuaisis-
ta, keuhkoista, aivoista, luuytimestd tai ihosta valmis-
tettuja nestemiisii preparaatteja.

Ligandi voi olla l&#ke, hapteeni, hormoni, antigee-
ninen materiaali (lipopolysakkaridi tai proteiini) tai
vasta-aine, jossa on yksi tai useampia kompleksoitumiskoh-
tia yhden tai useamman saman tai eri reseptorimolekyylin
kanssa. T&m&n keksinndn mukaisissa immuunim&drityksisss
ligandi voi olla 14&ke (kuten digoksiini, fenytoiini tai
karbamatsepiini), hormoni (kuten kilpirauhasta stimuloiva
hormoni, ihmisen koriongonadotropiini, luteinisoiva hor-
moni ja tyroksiini), retroviruskomponentti tai retroviruk-
sen vastainen vasta-aine (kuten HIV-I:n komponentti tai
sen vasta-aine), infektoiva bakteeri tai sen komponentti
tai sen vastainen vasta-aine (kuten Streptococcus A -anti-
geeni, klamydia- tai gonokokkiantigeeni tai niiden vasta-
aine), virus tai sen komponentti (kuten hepatiitti-, syto-
megalo- tai herpesvirusantigeeni) tai vasta-aine, sybpdd
aiheuttava aine tai C-aktiivinen proteiini. Ligandi voi
olla myds biotiini tai sen johdannainen, jolloin reseptori
on avidiini tai sen johdannainen.

Joissakin suoritusmuodoissa ligandi voi olla nuk-
leiinihappo (tavallisesti yksisdikeisessa muodossa), jonka
madrd tai ldsndolo detektoidaan kayttam&lla reseptorimole-
Kyylind komplementaarista yksisdikeistd nukleiinihappoa.
On olemassa erilaisia madritystapoja nukleiinihappojen
detektoimiseksi, jotka kaikki ovat ammattimiehille tuttu-
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ja. HIV-I-DNA:n, B-globiini-DNA:n tai sytomegalovirus-
DNA:n detektointi ovat erityisen kiinnostuksen kohteina
t4amidn keksinndn toteutuksen yhteydessa.

Ligandi on edullisesti antigeeninen materiaali,
hapteeni tai l#4#ke. Reseptori on edullisesti vasta-aine
mainitulle antigeeniselle materiaalille, hapteenille tai
ladkkeelle.

Kuten edelld kuvattiin, k&ytetdsn kompetitiivisia
sitoutumismisrityksis, ja ne voidaan toteuttaa liuoksessa.
Liuosmisritys on m#iritys, Jossa reagensseja kdytetddn
suspensiossa, joka sis&lt&4 reagenssia ja tutkittavaa ndy-
tettd, jonka ep#illd&n sis&ltévdn kiinnostuksen kohteena
olevaa ligandia. T#&114 mddritykselld voidaan madrittaad
joko sitoutuneita (ts. kompleksoituneita) tai sitoutumat-
tomia (ts. kompleksoitumattomia) materiaaleja. Sitoutunei-
den ja sitoutumattomien materiaalien fysikaalinen erotta-
minen voidaan haluttaessa tehdid k&yttdm&lld mitd tahansa
sopivaa erotusmenetelm#sd. Kdytettdessd analyyttisia ele-
menttejd (kuvataan j4ljemp&nd) voidaan kdyttaa joko pys-
tysuoraa tai vaakaruoraa erotusta. Sitoutunut ligandi voi-
daan m3drittids kdyttamdlld valonsironta-, turbidimetria-,
radiometria- tai spektrofotometriamenetelmia.

Kompetitiivisessa sitoutumismddrityksessa reagens-
sia on yleensd l&snid pitoisuutena, joka riippuu immuno-
logisen spesieksen (ts. reseptorin) ma&drasta polymeeri-
hiukkasilla ja kiinnostuksen kohteena olevasta ligandista.
Ligandianalogia (ligandia, joka on leimattu detektoitavis-
sa olevaksi) kdytet88n myds, jolloin ligandi ja ligandi-
analogi kilpailevat keskenddn reaktioon kiytettavissd ole-
vasta tunnetusta méiristid reseptoria. Ma&ritys tehddan
yleenss saattamalla fysikaalisesti kosketukseen ja sekoit-
tamalla reagenssi, ligandianalogi ja tutkittava nayte so-
pivassa s&iliYssd, niin ettd tapahtuu kompleksoituminen.
Inkubointia voidaan kdytt#i kompleksoitumisen edistémisek-
si sek# kompleksien detektointiin mahdollisesti tarvitta-
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via kemiallisia tai biologisia reaktoita (kuten varinmuo-
dostusta).

Ligandi on tarkemmin mddriteltynd immunologinen
spesies. Ligandin ja reseptorin v&lisessi reaktiossa muo-
dostuu immunologinen kompleksi, joka on detektoitavissa,
kun vesiliukoiset (kompleksoitumattomat) materiaalit on
erotettu kompleksista (esimerkiksi suodattamalla tai sent-
rifugoimalla). Tdmi osoittaa spesieksen ldsnd- tai poissa-
olon ndytteessi.

Tamén keksinndn mukaiset menetelm&t voidaan toteut-
taa myds kdyttdm#lls kuivia analyyttisi¥d elementteji. Yk-
sinkertaisin elementti voi koostua adsorbointiaineesta ja
nestettd l&dpdisevists substraatista, esimerkiksi ohuesta
levystd itsekantavaa adsorboivaa tai imukykyistd materiaa-
lia, kuten suodatinpaperista tai paperiliuskasta. T&ssi
substraatissa on yksi tai useampia reaktiovydhykkeiti,
kemiallisia, biologisia tai spesifisii sitoutumisreaktioi-
ta varten. T&m&n keksinndn mukaista reagenssia on 1l&sni3
ainakin yhdells ndisti vyOhykkeistd. Muut mahdolliset vyS-
hykkeet voivat sisdltidi muita reagensseja, kuten variaij-
neita, vdrid muodostavia vyhdisteits, kompleksointiaineita,
hapettumisenestoaineita, entsyymien substraatteja tai pus-
kureita, ja muita ammattimiehelle tuttuja materiaaleja.
Tallaiset elementit tunnetaan alalla testiliuskoina, ana-
lyysielementteins, levyini tai puikkoina.

Elementtien valmistuksessa kdyttokelpoisiin adsor-
boiviin materiaaleihin voivat kuulua selluloosapitoiset
materiaalit (kuten huokoiset paperit), huokoiset polymee-
rikalvot, lasikuitumatot, kudotut tai kutomattomat kankaat
ja muuta ammattimiehen tuntemat materiaalit. Edullisia
alustoja ovat huokoiset levityskerrokset.

Edulliset elementit voivat sis#dltas yvyhden tai
useampia pddllekkdisii nestetta lapdisevié kerroksia, jot-
ka kaikki on asetettu huokosettoman, nestetti lapdisemst-
toémén tukialustan (joka voi olla ldpindkyvd tai l&pindky-
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mitdn) p4slle, joka koostuu sopivasta polymeeri-, sellu-
loosa- tali metalimateriaalista. Kerroksia voidaan kdayttda
eri tarkoituksiin, kuten reaktiovydhykkeind, pohjavy8hyk-
keind, reagenssivy®hykkeind, sulkuvythykkeind, sdteilyd
pysdyttivinid vybhykkeind ja muihin alalla hyvin tunnettui-
hin tarkoituksiin. Reagenssit ja puskurit voivat halut-
taessa liikkua pitkin toivottuihin reaktioihin tarkoitet-
tuja kerroksia m#srityksen tekemiseksi ja detektoitavissa
olevan tuotteen ja sitoutuneiden ja sitoutumattomien mate-
riaalien erottumisen aikaansaamiseksi.

Vaikka on edullista, ettd t&m#n keksinndn mukainen
reagenssi sis#dllytetddn elementtiin kdyttda varten, téma
ei ole ratkaisevaa, koska reagenssi voidaan lisdtda ele-
menttiin m#idrityksen tekohetkelld yhdessd tutkittavan
niytteen kanssa. T&m&n keksinndn mukainen ligandianalogi
ja reagenssi (joka sis#lt&8 asianomaista reseptoria) si-
jaitsevat elementissid eri vybhykkeilld, niin etteivdt ne
kompleksoidu ennenaikaisesti.

On edullista, ettd ligandianalogi leimataan entsyy-
milld, kuten edelld kuvatulla entsyymilld, ligandi on an-
tigéeninen materiaali, hormoni, hapteeni tai l&d8ke ja re-
septori on vastaava vasta-aine tai immuunireagoiva aine.
Tillaiset elementit ovat erityisen kdyttokelpoisia karbam-
atsepiinin, tyroksiinin, fenobarbitaalin, fenytoiinin tai
digoksiinin mddrittédmisessd. Ne ovat edullisimmin k&ytto-
kelpoisia fenobarbitaalin, fenytoiinin tai digoksiinin
médrittédmisessd.

Taman keksinndn mukaisesti voidaan valmistaa joukko
erilaisia elementtejd mdaritysmenetelmén mukaan. Ne voivat
olla muodoltaan erilaisia, mukaan luettuina halutun levyi-
set pitkdnomaiset nauhat, arkit, levyt tai palat.

Tamin Kkeksinndn mukainen liuoksessa tai kuivana
tehtdvs miasritys voi olla manuaalinen tai automaatistettu.
Yleisesti esitettynd k#ytett#essd kuivia elementteja ana-
lysoitavan aineen m##ritys tehdddn ottamalla elementti
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rullasta, paloja sisdltadvasts pakkauksesta tai muusta 1l&h-
teestd ja saattamalla se fysikaaliseen kosketukseen tut-
kittavan n8ytteen kanssa. T4m# menetelmi mahdollistaa myés
ndytteen ja elementissid olevien reagenssien sekoittumisen
vyhdelld tai useammalla testivydhykkeelld. Tdllainen koske-
tus voidaan toteuttaa milli tahansa sopivalla tavalla,
esimerkiksi kastamalla tai upottamalla elementti niyttee-
seen tai edullisesti laittamalla ndytepisara elementille
sopivalla vdlineelld. My&s huuhtelunesteits voidaan kéayt-
tdd mddrityksesss.

Madritystulokset saadaan yleensi tarkkailemalla de-
tektoitavissa olevia spektrofotometrisis muutoksia elemen-
tissd joko visuaalisesti tai sopivan detektointilaitteen
avulla.

Té8mdn keksinndn yksi suoritusmuoto ovat agglutinaa-
tiom8dritykset. Niissd ligandi kompleksoidaan t&mdn kek-
sinndn mukaisen reagenssin kanssa, jolloin tapahtuu hiuk-
kasten detektoitavissa oleva agglutinaatio tai kokkaroitu-
minen. Tuloksena oleva agglutinaatio voidaan detektoida
eri tavoin, esimerkiksi visuaalisesti tai sopivalla lait-
teella valonsironnan detektoimiseksi.

Agglutinaatiomidritykset tehdiin edullisesti kdyt-
tamdlld t&m&n keksinndn mukaisia reagensseja, jotka on
leimattu jollakin tavalla detektoitavissa oleviksi. Merk-
kiaineisiin kuuluvat hiukkasessa tai siihen liitetyssi
biologisesti aktiivisessa aineessa oleva radioisotooppi ja
hiukkaseen liitetty kolorimetrinen tai fluorimetrinen v&-
riaine. Vériaine on edullisimmin hiukkasen sisdlld4. T&ami3
estdd biologisesti aktiivisen aineen liitt#misen tai sen
kompleksoinnin h#&iriintymisen. Tillaiset hiukkaset voivat
olla ydin-vaippahiukkasia, joiden ydinpolymeerissi on vi-
riainetta vaippapolymeerin ollessa vdriaineetonta. Ydin-
vaippapolymeerihiukkasissa vaippapolymeerilld on koostu-
mus, jossa on tarvittavia aktiivisia sukkiini-imidoksikar-
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bonyyliryhmi&. Ydinpolymeeri voi kuitenkin olla erilaista
eikd sen tarvitse sisdlt#3 aktiivisia ryhmid.

Tamdn keksinndn mukaisesti immunologinen spesies
voi olla antigeeninen materiaali ja reseptori sita vastaa-
va vasta-aine. Vaihtoehtoisesti immunologinen spesies voi
olla vasta-aine ja reseptori sille spesifinen antigeeninen
materiaali.

Tamin keksinn®dn mukaista reagenssia voidaan kdyttaa
immunometrisiss4 mi&rityksissd. Mainitunlaisissa mddrityk-
sissd kiinnostuksen kohteena oleva ligandi kompleksoidaan
kahden tai useamman (samanlaisen tail erilaisen) reseptori-
molekyylin kanssa, joista yksi on tehty liukenemattomaksi
tai on tehtdvissi liukenemattomaksi (esimerkiksi avidiini-
biotiinisidoksella) ja yksi on vesiliukoinen ja asianmu-
kaisesti leimattu (esimerkiksi radioisotoopilla, entsyy-
mills, kemiluminesoivalla ryhmittymalla tai muulla alalla
tunnetulla merkkiaineella). Ligandin, kuten ihmisen ko-
riongonadotropiinin, immunometrinen misritys voidaan tehdd
esimerkiksi t&m#n keksinndn mukaisella reagenssilla, jossa
on kyseisen hormonin vastaisia vasta-aineita yhdistettyina
entsyymilla leimattuihin gonadotropiinin vastaisiin vasta-
aineisiin, jotka kompleksoituvat eri epitooppikohtien
kanssa kuin reagenssivasta-aineet. Tuloksena oleva kerros-
kompleksi on liukenematon, detektoitavissa ja erotettavis-
sa kompleksoitumattomista materiaaleista (esimerkiksi mik-
rohuokoisella suodatuskalvolla). Yhdessd edullisessa suo-
ritusmuodossa t#m3#n keksinndn mukaisessa reagenssissa on
kiinnostuksen kohteena olevaa ligandia vastaava reseptori,
ja se on immobilisoitu kalvolle.

Kerrosmiarityksessd kiinnostuksen kohteena oleva
ligandi saatetaan edullisesti, joko ennen veteen liukene-
mattoman kompleksin muodostamista taman keksinndn mukaisen
reagenssin kanssa, samanaikaisesti sen kanssa tai sen jdl-
keen, reagoimaan sen suhteen spesifisesti aktiivisen, ve-

teen liukenevan spesifisen sitoutuvan komponentin kanssa.
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Muihin ligandeihin, joita voidaan detektoida t&min
keksinnén mukaisilla kerrosmédrityksilly, kuuluvat, mai-
nittuihin kuitenkaan rajoittumatta, Streptococcus-antigee-
nit, hampaan ymparyskudoksen sairauksiin liittyvistd mik-
ro-organismeista eristetyt antigeenit, hepatiittivirusan-
tigeenit ja HIV-I- ja muut retrovirusantigeenit.

Kerrosmddrityksessd tdmi#n keksinn®n mukainen rea-
genssi voidaan suoraan saattaa reagoimaan kiinnostuksen
kohteena olevan ligandin kanssa, esimerkiksi ligandin ol-
lessa antigeeni ja reagenssin sis#ltdessi sita vastaavia
vasta-aineita. Vaihtoehtoisesti reagenssi kompleksoidaan
epdsuorasti, ts. vdlissd olevan kytkentdryhmén kautta,
ligandin kanssa.

Tdamé&n keksinndn yksi suoritusmuoto on hybridisaa-
tiomddritys, jossa kohteena oleva nukleiinihappo detektoi-
daan k&ytt&m&ll4 komplementaarisia koettimia. Yksi koetti-
mista voidaan leimata, ja toinen on immobilisoitu tai im-
mobilisoitavissa. T&dmidn keksinn®n mukaista reagenssia voi-
daan k&ytt&d immobilisoituna koettimena (sidottuna koetti-
mena) tdllaisissa mddrityksissid. Naita reagensseja voidaan
kdyttdd sidottuina koettimina my8s esimerkiksi polymeraa-
siketjureaktiolla tehdyn monistuksen jdlkeen. Monistettu
nukleiinihappo immobilisoidaan hybridisaatiolla kdytt&mil-
14 t&mdn keksinn®n mukaista reagenssia.

Edullisissa hybridisaatiom8irityksissid kiinnostuk-
sen kohteena oleva nukleiinihappo monistetaan kdyttamalla
polymeraasiketjureaktiota ja sopivia reagensseja (esimer-
kiksi DNA-polymeraasia, dNTP:iti, alukkeita) ennen sito-
mista t&mdn keksinn®n mukaisella reagenssilla. HIV-I-DNA,
sytomegalovirus-DNA ja B-globiini-DNA on helppo detektoida
kdyttdmdlla monistusta ja t&mén keksinndn mukaista detek-
tointia. Yhdess3 suoritusmuodossa yksi alukkeista on bio-
tinyloitu ja monistetun nukleiinihapon detektointi tehd&in
kdyttamdlla avidiinin ja entsyymin konjugaattia. Hybridi-
soitu tuote voidaan sitoa kayttamilla reagenssia, joka
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voidaan kiinnitt44 jonkintyyppiseen alustaan tai sijoittaa
sen miardttyyn kohtaan, mukaan Iluettuna mikrohuokoinen
alusta, kuten kalvo, taili tarvittavat aineet sisdltavan
reaktiotaskun osasto.

Tamidn keksinndn mukaiset analyyttiset, kerros- ja
hybridisaatiomdaritykset voidaan tehda kayttamdlls sopivia
laitteita ja menettelyj#, niin ett&d kompleksoitu tai hyb-
ridisoitu tuote sidotaan tai erotetaan kompleksoitumatto-
mista materiaaleista suodattamalla, sentrifugoimalla tai
muulla tavalla. Tdllaiset m#iritykset tehdd&n edullisesti
kiyttdmdlls kertakdyttdisid testivdlineita, jotka sis&l-
tdvi3t mikrohuokoisia suodatuskalvoja (esimerkiksi tuot-
teet, joita myyvédt Pall Corp. ja SureCell™-testivdlineiden
nimellsd Eastman Kodak Co.).

Tamdn keksinn®n mukaista analyyttistd@ erotusmene-
telm&s voidaan k&ytt#i yhden tai useamman kiinnostuksen
kohteena olevan analysoitavan aineen erist@miseen biolo-
gisten materiaalien seoksesta. Niinpd té&man keksinnén mu-
kainen reagenssi (tai useampia reagensseja, joissa on eri-
laisia aineita hiukkasiin kiinnitettyind) laitetaan yleen-
si kolonniin, jonka 1l#pi johdetaan biologisten materiaa-
lien seosta sis¥ltidvdi nestettd, jolloin reagenssi pddsee
erottamaan nesteestd materiaalit, jotka halutaan eristaa.
Tam& voi olla hyddyllist#d puhdistettaessa nukleiinihappo-
ja, entsyymejd, hiilihydraatteja, proteiineja, lipideja,
vitamiineja, steroideja, vasta-aineita, peptidej& tai hor-
moneja, ja menetelmdd kutsutaan affiniteettikromatogra-
fiaksi.

Affiniteettikromatografiaa voidaan kéyttdd myOs
laimeiden proteiiniliuosten konsentrointiin proteiinien
denaturoitujen muotojen poistamiseksi puhdistetuista pro-
teiineista ja mé&ratyissd kemiallisissa muutoksissa muo-
dostuneiden proteiini- ja peptidikomponenttien erotta-

miseksi.
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Tamédn menetelmin yksi kdyttd on nukleiinihappojen,
kuten polymeraasiketjureaktiolla tehdyssd monistuksessa
muodostuneiden nukleiinihappojen, puhdistus.

Taman keksinn®én mukainen reagenssi voidaan toimit-
taa mit& tahansa kuvattua menetelmdd varten yhteni materi-
aalina, edella kuvatun kaltaisessa analyyttisessi elemen-
tissd tai yhdistettyna diagnoosivilineistdn muihin rea-
gensseihin, testiv&dlineisiin ja laitteisiin. Puhdistusme-
netelmdd varten reagenssi voidaan toimittaa my8s affini-
teettikromatografiakolonnissa.

Yhdessépuhdistusmenetelmasuoritusmuodossareagens—
silla sidotaan yksi tai useampia ndyteseoksessa olevia
ennalta m&&rdttyj4 biologisesti aktiivisia aineita. Alku-
perdinen eluentti heitet&#in pois ja sidotut aineet pois-
tetaan kolonnista k&yttamalls livotinta, joka muuttaa ai-
neiden sitoutumisominaisuuksiaa ja mahdollistaa niiden
kompleksien purkamisen. T&llaisiin liuottimiin kuuluvat
PH:ta muuttavat puskurit, kompleksin ioniluonnetta muutta-
vat suolaliuokset ja liuokset, jotka sisHdltdvit toista
spesiestd, joka sitoutuu spesifisesti reagenssiin ja kor-
vaa sidotun aineen.

Vaihtoehtoisesti ennalta madrdtyt reagenssin sito-
mat aineet heitet&&n pois ja otetaan talteen muut alkupe-
rdiseen eluenttiin ji#neet kemialliset tai biologiset ma-
teriaalit.

Kaikki prosenttiosuudet ovat painoprosentteja, el-

lei toisin mainita.
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Esimerkki 1

Antifenobarbitaalivasta-aineen immobilisointi kek-
sinndn mukaisille polymeerihelmille ja vasta-aineaktiivi-
suuden sdilyminen

Tutkittiin seuraavat kopolymeerihelmet:

Ndyte Koostumus
1 Styreeni—N-akryloyylioksisukkiini-imidikopolymeeri
(moolisuhde 96,83:3,17; massasuhde 85:5)
2 Ydin-vaippapolymeeri, jonka ydin on styreeni-

_ eteenidimetakrylaattikopolymeeri& (moolisuhde 99:1)
ja vaippa styreeni-[m- ja p-(60:40)-(2-kloorietyy-
lisulfonyylimetyyli)styreenileteenidimetakrylaat-
titerpolymeerid
(moolisuhde 94,5:4,5:1)

3 Styreeni-[m- ja p-(60:40)-2-(2-kloorietyylisulfo-
nyylimetyyli)styreeni]metakryylihappoterpolymeeri
(moolisuhde 89,14:4,16:6.34)

Kaikki helmet k&siteltiin samanlaisissa olosuhteis-
sa. Valmistettiin reaktiodispersio, joka sis#lsi 0,3 mg
antifenobarbitaalivasta-ainetta ja 30 mg (kuivamassa) hel-
mi8 puskurissa #1 [0,1 mol/l N-(2-hydroksietyyli)piperat-
siini-N'-(3-propaanisulfonihappoa), pH 8,5] lopputilavuu-
den ollessa 1,5 ml, ja laitettiin se koeputkiin. Reaktio-
seoksia sisdltivii suljettuja putkia pydritettiin poikit-
taisakselinsa ympari huoneenl&mp&ttilassa 4 tuntia. Reakti-
ot keskeytettiin lis#&malld 0,3 ml naudan seerumialbumii-
nia sis#ltavasd (100 mg/l) 1liuosta. Putkia pyéritettiin
poikittaisakselinsa ympdri vield 16 tuntia huoneenl8mpdti-
lassa. Reaktioseokset sentrifugoitiin, supernatantit pois-
tettiin ja helmet suspendoitiin uudelleen fosfaattipus-
kuroituun fysiologiseen suolaliuokseen (1 ml; pH 7,4).
Tidm4 vaihe toistettiin vield kolme kertaa. Viimeinen
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uudelleensuspendointi tehtiin kdyttédmdlld 1,8 ml fosfaat-
tipuskuroitua fysiologista suolaliuosta (jdljemp&nd "fy-
siologinen suolaliuos") ja lis&ttiin mertiolaattia loppu-
pitoisuudeksi 0,02 %.

Tehtiin samanlaiset reaktiot k&yttam#lls !*1-lei-
mattua naudan gammaglobuliinia. N4m# reaktiot tehtiin pin-
taan adsorboituneen vasta-aineen kokonaismassan m3&ritts-
miseksi. Analyysi tehtiin seuraavasti: Erotettiin 0,18 ml
reaktioseosta naudan seerumialbumiinin lis#3misen jalkeen
ja mitattiin sen radioaktiivisuus. Samoin kuin vasta-aine-
helmien ollessa kyseessi helmet sentrifugoitiin; erotet-
tiin 0,18 ml n3ytetti ja mitattiin sen radioaktiivisuus.
Loppuosa supernatantista poistettiin Ja helmet suspendoi-
tiin uudelleen k&yttdm#lls 1 ml fosfaattipuskuroitua fysi-
ologista suolaliuosta. Helmet sentrifugoitiin uudelleen,
suspendoitiin sitten 1 % natriumdodekyylisulfaattia sis#l-
tdvddn liuokseen (1 ml) ja mitattiin radioaktiivisuus.
Pestyjen helmien radioaktiivisuuden suhdetta reaktioseok-
sen alkuperdiseen radioaktiivisuuteen kdytettiin leimatun
globuliinin m&4r&n laskemiseen ja analogisesti helmien
pinnoille adosrboituneen vasta-aineen m&irin laskemiseen.

Aktiivisen vasta-aineen suhteelliset m3drit hel-
missd mé&ritettiin mddrityksells, jossa sekoitettiin vas-
ta-ainehelmidispersioiden laimennussarjat m#irdttyyn pi-
toisuuteen yhtd kahdesta antigeenista, jotka olivat ent-
syymilld 1leimattu fenobarbitaali ja °‘H-fenobarbitaali.
Reaktioseoksia, jotka sisilsivit laimennettuja vasta-aine-
helmidispersioita ja entsyymimerkkiaineita fosfaattipusku-
roidussa fysiologisessa suolaliuoksessa, joka sisidlsi
0,1 % albumiinia, inkuboitiin 1 tunti huoneenldampdtilassa
Jatkuvasti sekoittaen. Inkuboinnin jdlkeen helmet sentri-
fugoitiin ja otettin supernatantista nayte liuokseen j&i-
neen antigeenin pitoisuuden m#&rittdmistd varten. Lasket-
tiin vasta-aineen sitoutumiskohtien mddard, joka tarvittiin
sitomaan 50 % antigeeneista. Tulokset olivat seuraavat:
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Sitoutumiskohtien teoreettinen maara (nmol), Jjoka

Nayte tarvitaan poistamaan 50 % antigeenista
Entsyymimerkkiaine 3H-fenobarbitaali
5e~10M S5e-9M

0,60 11

25
1]4 05
1,0

Nam3 tulokset osoittavat, ettd8 ndytteen 1 helmille
immobilisoitu vasta-aine voi sitoa enemmdn fenobarbitaali-
entsyymikonjugaattia tai fenobarbitaalilidskeainetta pie-
nemmills immobilisoidun vasta-aineen pitoisuuksilla, mika
osoittaa, ettd n#ille helmille immobilisoitu vasta-aine
s4ilytt4d paremmin aktiivisuutensa kuin muille helmille
immobilisoitu vasta-aine.

Esimerkki 2

Antifenytoiinivasta—aineenimmobilisointikeksinnbn
mukaisille polymeerihelmille ja vasta-aineaktiivisuuden
siilyminen

Tutkittiin seuraavat kopolymeerihelmet:

Niyte Koostumus

1 Sama polymeeri kuin esimerkin 1 ndytteessd 1,
mutta moolisuhde on 87,32:12,68 eika 96,83:3,17

2 Sama polymeeri kuin esimerkin 1 ndytteessd 2

3 Styreeni-[m- ja p-(60:40)-(2—kloorietyyli-

sulfonyylimetyyli)styreeni]—eteenidimetakrylaatti-
terpolymeeri (moolisuhde 94,5:4,5:1)

4 Styreeni—akryylihappokopolymeeri
(moolisuhde 97,5:2,5)

5 Styreeni-[m- ja p—(60:40)-(4-karboksibutyryyli-
oksimetyyli)styreeni]kopolymeeri
(moolisuhde 97,84:2,16)
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6 Styreeni-4-karboksibutyryylioksietyylimetakrylaat—
tikopolymeeri (moolisuhde 97,84:2,16)

7 Styreeni-4-karboksibutyryylipolyoksietyleenimetak-
rylaattikopolymeeri (moolisuhde 98,71:2,19)

Vasta-aineen lysiiniryhmien ja kopolymeerien 4 - 7
karboksyyliryhmien v#lisen reaktion aktivaattori on
1-(1—pyrrolidinyylikarbonyyli)pyridiumkloridi, Jjota
kutsutaan j&ljempdnd "aktivaattoriksi".

Kaikki helmet k#siteltiin samoissa olosuhteissa.
Valmistettiin reaktiodispersioita, jotka sisdlsivit 0,3 mg
vasta-ainetta (antifenytoiinivasta-aine DPH 1,2) ja 30 mg
kuivia helmis, ja joiden lopputilavuus oli 1,5 ml. Hel-
mille 1 - 3 k&ytettiin puskuria #1 (pH 8,5). Helmille
4 - 7 kéytettiin puskuria #2 [0,1 mol/1l 2-(4-morfoliini)-
etaanisulfonihappoa] ja l&sni oli 0,5 mmol aktivaattoria/g
helmid (0,015 mmol). Vasta-ainetta pinnallaan sisiltavat
helmet valmistettiin seuraavasti.

Polymeerihiukkasdispersioannoksia,jotkasisalsivét
30 mg (kuivamassa) helmis, laitettiin 2 ml:n mikrosentri-
fugiputkiin. Lisdttiin asianmukaisia puskureita siten,
ettd seoksen tilavuus oli kussakin putkessa 1,5 ml. Helmii
sentrifugoitiin 10 min pydrimistaajuudella 13 000 min! ja
heitettiin supernatantti pois. Helmet 1 - 3 suspendoitiin
uudelleen puskuriin #1 (1,393 ml). Helmet 4 - 7 suspedoi-
tiin uudelleen puskuriin #2 (1,093 ml). Putkiin 4 - 7 1li-
sdttiin aktivaattoriliuosta (0,05 mol/l 0,3 ml:ssa pusku-
ria #2), putket suljettiin ja niita pydritettiin poikit-
taisakselinsa ymp#ri 10 min. Kuhunkin putkeen lis#ttiin
annos (0,107 ml, 2,82 mg/ml) antifenytoiinivasta-ainetta,
putket suljettiin ja niit# pySritettiin poikittaisakselin-~
sa ympdri 4 tuntia.

Reaktiot keskeytettiin 1lis&imilli 0,3 ml naudan
seerumialbumiinin liuosta (100 mg/ml). Putkia sekoitettiin
poikittaisakselinsa ympdri viels 16 tuntia huoneenlé&mpsti-
lassa. Reaktioseokset sentrifugoitiin, supernatantit pois-



10

15

20

25

30

35

29 102921

tettiin ja s#istettiin analyysia varten ja helmet suspen-
doitiin uudelleen fysiologiseen suolaliuokseen (1 ml).
T4m& vaihe toistettiin kolmesti. Viimeinen uudelleen-
suspendointi tehtiin 1,8 ml:aan fysiologista suolaliuosta
ja lisattiin mertiolaattia loppupitoisuudeksi 0,02 %.

Reaktioseoksista saaduista supernatanteista analy-
soitiin kokonaisvasta-ainepitoisuus ELISA:1la. Tastd tu-
loksesta laskettiin pintaan sitoutuneen vasta-aineen
maars.

Aktiivisen vasta-aineen suhteelliset madrat valmis-
teissa miiritettiin m#sritykselld, jossa sekoitettiin vas-
ta-ainehelmidispersioiden laimennussarjat mi4ridttyyn pi-
toisuuteen yht# kolmesta antigeenista, jotka olivat hap-
teeni-entsyymikonjugaatit, jotka oli valmistettu kéytta-
m4l11l48 kahta eri hapteenia [5,5-difenyylihydantoiini—3—1-
valeriaanahappo (hapteeni #1) ja 5-etyyli-5-enyylihydan-
toiini-3-1-valeriaanahappo (hapteeni #2)] ja ’H-fenytoii-
ni. Reaktioseoksia, jotka sisdlsivat laimennettuja vasta-
ainehelmidispersioita ja eri antigeeneja fosfaattipusku-
roidussa fysiologisessa suolaliuoksessa, joka sisdlsi
1,0 % albumiinia, inkuboitiin 1 tunti huoneenlédmpttilassa
jatkuvastil sekoittaen. Liuokseen sentrifugoinnin jélkeen
j44neen entsyymimerkkiaineen tai ’H-fenytoiinin md8rd maa-
ritettiin ja laskettiin vasta-aineen sitoutumiskohtien
teoreettinen m34r4, joka tarvittiin sitomaan 50 % antigee-

neista. Tulokset olivat seuraavat:

Nayte Sitoutumiskohtien teoreettinen m&&ra (nmol), Joka
tarvitaan sitomaan 50 % antigeenista

Hapteeni &1 Hapteenihz 3H—fenytoiini

1 2,5 2,5 1,2
2 2,5 4,0 1,2
3 2,0 5,0 171
4 10 120 12

5 15 120 6,0
6 10 80 6,0
7 25 >250 15
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Namd tulokset osoittavat, etti ndytteen 1 helmille
immobilisoitu vasta-aine sitoo hapteenia #2 immobilisoitu-
jen sitoutumiskohtien pienemm#l1i pitoisuudella kuin mil-
lekd&dn muille helmille immobilisoitu vasta-aine. Taméa
osoittaa, ettd vasta-aineessa sdilyy enemm&n hapteenin #2
sitoutumiskohtia, kun se immobilisoidaan keksinnn mukai-
sille helmille, kuin sidottaessa se muille helmille. Vas-
ta-aineessa s#ilyy enemm&n aktiivisuutta antigeenin suh-
teen immobilisoitaessa se ndytteen 1 helmille kuin immobi-
lisoitaessa se millek&4n muille karboksyylihapporyhmii
sisdltdville helmille. Vasta-aineaktiivisuus hapteenin #1
ja3H-fenytoiinin suhteen tehtdessi immobilisointi ndytteen
1 helmille on samanlainen kuin vasta-aineen aktiivisuus
immobilisoitaessa se kloorietyylisulfonyyliryhmis sis&l1ta-
vdd tyyppi& oleville helmille.

Esimerkkl 3

Esimerkin 1 niytteen 1 hiukkasten reaktio naudan
*H-gammaglobuliinin kanssa

Annos esimerkin 1 n3ytteen 1 (93 pl, 16,2 %) kiin-
toainetta, joka sisdlsi 15 mg polymeerikuiva-ainetta, yh-
distettiin naudan leimatun (tritioidun) gammaglobuliinin
liuokseen (27 pl, 10 mg/ml, 0,273 mg) ja tdytettiin loppu-
tilavuuteen 1,5 ml puskurilla #1 (pH 8,5) mikrosentrifugi-
putkessa. Reaktion annettiin edetd 24 tuntia huoneenl&mps-
tilassa pySrittam8ll4 putkia poikittaisakselinsa ympari
kierrostaajuudella 30 - 35 min™! niiden ollessa kiinnitet-
tyind 45°:n kulmaan asetetulle pybrivalle levylle. Toinen
annos Kkdsiteltiin muuten edells kuvatulla tavalla, mutta
reaktio tehtiin l&mpdtilassa 37 °C.

Kuvattujen reaktioaikojen lopussa kukin reaktio
keskeytettiin 1lis&4m&4114 ylim&&rin naudan seerumialbumii-
nia (250 pl, 100 mg/ml) Ja jatkamalla pySritystd viela
4 tuntia.

Sitoutuneen leimatun globuliinin kokonaismiirs mas-

‘ritettiin mittamalla a) reaktioseosannoksen (250 pl) ra-

dioaktiivisuus (pulssia/min), b) supernatanttiannoksen
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(250 pl) radioaktiivisuus, kun reaktioseosta (1 ml) on
sentrifugoitu kierrostaajudella 14 000 min?! 10 min, ja
c) radioaktiivisuus materiaalista, joka on sitoutuneena
lateksiin, kun kohdassa (b) saatu pelletti on pesty useaan
kertaan. Lateksiin kovalenttisesti sitoutuneen globuliinin
osuus mii#ritettiin reagoineesta lateksista (500 pl), jota
oli inkuboitu puskurin #1 (400 pl) ja 10-prosenttisen nat-
riumdodekyylisulfaattliuoksen (100 pl) kanssa 20 tuntia
l8mpdtilassa 37 °C pydrittden putkia poikittaisakselinsa
ympiri. Kovalenttisesti sitoutuneen mdarén midrittdmiseen
k4ytetdsn samaa menettelyd, kuin kuvattiin edelld sitoutu-
neen leimatun globuliinin kokonaism#dr#n mddrityksen yh-
teydessi. Tulokset esitetdin taulukoissa I ja II.
Taulukko I

Polymeeriin sitoutunut globuliini'

Niyte Reaktiolam- Tarjolla oleva lei- Sitoutunut mgsglobulii-

potila mattu globuliini osuus (%) nia/g poly-
meeria
1 huoneenlam- 0,5 mg 82 2,7
potila
2 37°C 0,5 mg 85 2,8

Taulukko II

Kovalenttisesti sitoutunut leimattu globuliini (natriumdodekyyli-
sulfaattikdsittelyn jdlkeen)

Nayte  Reaktioldm- Sitoutunut mg globulii- Kovalentti-
: :

pdtila osuus (%) nia/g poly- —sesti sitou-

meeria tuneen glo-

buliinin suh-
de kokonais-

maaraan
1 huoueenlém-
pdtila 57 1,9 0,69
2 37% 60 2,0 0,71

Nididen reaktioiden tulokset osoittavat, ettd kum-
massakin l&mp&tilassa on liittynyt kovalenttisesti suun-
‘nilleen yhtd8 suuret mddrdt leimattua globuliinia.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd biologisesti aktiivisen reagenssin
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettl3 se k&sittaa
vaiheen, jossa saatetaan reagoimaan

(I) veteen liukenematon, huokoseton hiukkanen, jos-
sa ainakin ulkopinta koostuu silloittamattomasta kopoly-
meeristd, jossa on toistuvia yksikditd, jotka ovat perai-
sin

(a) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdémasta polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevat kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silla edellytyksella,
ettd yksikadan ndistd monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdestad tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdmastd polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhma ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestad tai useammasta muusta hydrofiilisesta
etyleenisesti tyydyttymattdmasta polymeroitavissa olevasta
monomeerista, joiden osuus on 0 - 10 mol-%,

(IT) biologisesti aktiivisen aineen kanssa,

jolloin (I) ja (II) sitoutuvat kovalenttisesti ami-
diryhman kautta sukkiini—imidoksikarbonyyliryhmén sukkii-
ni-imidoksiosan syrjaytysreaktiolla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siita, ettd biologisesti aktiivinen aine on
aminohappo, peptidi, polypeptidi, proteiini, lipoproteii-
ni, glykoproteiini, hormoni, ladkeaine, steroidi, vitamii-
ni, polysakkaridi, glykolipidi, alkaloidi, mikro-organis-
mi, virus, alkueldin, sieni, loinen, rikketsia, home, ve-
ren komponentti, kudos- tai elinkomponentti, farmaseutti-
nen aine, hapteeni, lektiini, toksiini, nukleiinihappo,

antigeeninen materiaali, avidiini tai sen johdannainen,
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biotiini tai sen johdannainen tai jonkin edelld mainitun
materiaalin komponentti.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitd, ettad biologisesti aktiivinen aine on
vasta-aine.

4. Minka tahansa patenttivaatimuksista 1 - 3 mukai-
nen menetelma, tunnettu s8iitd, ettad monomeeria

(b) edustaa seuraava rakenne:

I

CH,=C- (L)n4-C.0-N

jossa

R on vetyatomi, 1 - 3 hiiliatomia sisdltava alkyy-
liryhmd tai halogeeniatomi,

L on kytkentdryhmd, jonka kytkevassd ketjussa on
vahintaan kaksi hiiliatomia ja joka koostuu vahint&an kah-
den ryhmdn yhdistelmasta, joita ryhmid ovat 1 - 8 hiili-
atomia sisaltavat alkyleeniryhmat, 6 - 12 hiiliatomia si-
saltavat aryleeniryhmit, heteroatomit ja heteroatomin si-
saltavat ryhmat,

mon O tai 1, non 1 tai 2 ja P on 0 tai 1, silla
edellytyksella, ettd kun n on 2, yksi alkyleeni- ja ary-
leeniryhmist& on trivalenttinen.

5. Mink& tahansa patenttivaatimuksista 1 - 4 mukai-
nen menetelmd, tunnettu siita, ettd monomeeri (b)
on N-akryloyylioksisukkiini-imidi, 4- (2-sukkiini-imidoksi-
karbonyylietyylitiometyyli)styreeni, 4-[1,2-bis(sukkiini-
imidoksikarbonyyli)etyylitiometyyli]styreeni tai 4- (2-suk-
kiini-imidoksikarbonyylifenyylitiometyyli)styreeni.

6. Analyyttinen elementti, joka kasittd3 nestetta
lapaisevan alustan, jossa on yksi tai useampia reaktiovyo-
hykkeitd ja joka sisaltda ainakin yhdelld mainituista vy&-

hykkeistd biologisesti aktiivista reagenssia, tun -
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nettu siitd, ettd biologisesti aktiivinen reagenssi
sisaltaa

(I) veteen liukenemattoman, huokosettoman hiukka-
sen, joka koostuu silloittamattomasta kopolymeeristd, jos-
sa on toistuvia yksikditad, jotka ovat peraisin

(a) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattomastd polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevat kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silla edellytyksells,
ettd yksikaan naisti monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdest& tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdémistd polymerocitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmé ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestd tai useammasta muusta etyleenisesti
tyydyttymattomastad polymeroitavissa olevasta monomeerista,
joiden osuus on 0 - 10 mol-%,

(IT) biologisesti aktiivista ainetta, joka on si-
dottu kovalenttisesti hiukkaseen amidiryhmadn kautta suk-
kiini—imidoksikarbonyyliryhmén sukkiini-imidoksiosan syr-
jaytysreaktiolla.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen elementti,
tunnettu siita, etta biologisesti aktiivinen aine
on vasta-aine.

8. Patenttivaatimuksen 6 tai 7 mukainen elementti,
tunnettu siitd, ettd monomeeria (b) edustaa seu-

raava rakenne:
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jossa

R on vetyatomi, 1 - 3 hiiliatomia sisaltava alkyy-
lilyhmd@ tai halogeeniatomi,

L on kytkentaryhmd, jonka kytkevassa ketjussa on
vadhintaan kaksi hiiliatomia ja joka koostuu vahintaan kah-
den ryhman yhdistelmastd, joita ryhmia ovat 1 - 8 hiili-
atomia sisaltavat alkyleeniryhmat, 6 - 12 hiiliatomia si-
saltavat aryleeniryhmat, heterocatomit ja heteroatomin si-
saltavat ryhmat,

mon 0 tai 1, non 1 tai 2 ja P on 0 tai 1, silla
edellytyksella, ettd kun n on 2, yksi alkyleeni- ja ary-
leeniryhmista on trivalenttinen.

9. Analyyttinen elementti, joka ké&sittaad huokoset-
toman alustan, jolle on sijoitettu virtausyhteyteen ja
seuraavassa jarjestyksessa

reagenssikerros, joka sis&ltaa yhta tai useampaa
reagenssia detektoitavissa olevan signaalin antamiseksi
maadrityksessa reaktiona entsyymiin,

huokoinen levityskerros, joka sisaltaa biologisesti
aktiivista reagenssia, ja

mihin tahansa huokosettoman alustan ylé&puolella
olevaan kerrokseen sijoitettuun entsyymiin sidottua ligan-
dianalogia,
tunnettu siitd, ettd biologisesti aktiivinen rea-
genssi sisaltaa

(I) veteen liukenemattoman, huokosettoman hiukka-
sen, joka koostuu silloittamattomasta kopolymeeristd, jos-
sa on toistuvia yksikdita, jotka ovat peréisin

(a) yhdesta tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdmastd polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevat kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silléd edellytyksell3,
ettd yksik&3n naistd monomeereista ei ole ristisitoutuva

monomeeri ;
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(b) yhdesta tai'useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattoémastd polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmé ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestd tai useammasta muusta etyleenisesti
tyydyttymattdméastd polymeroitavissa olevasta monomeerista,
joiden osuus on 0 - 10 mol-%,

(IT) ligandia vastaavaa reseptoria, joka on sidottu
kovalenttisesti .hiukkaseen amidiryhmdn kautta sukkiini-
imidoksikarbonyyliryhman sukkiini-imidoksiosan syrjaytys-
reaktiolla.

10. Menetelmd spesifisesti sitoutuvan ligandin maa-
rittédmiseksi, tunnettu s8iit4&, etta

A. saatetaan nayte, jonka epaillaan sisdltavan ve-
siliukoista spesifistd sitoutuvaa ligandia, kosketukseen
biologisesti aktiivisen reagenssin kanssa, jolloin muodos-
tuu ligandin veteen liukenematon spesifinen sitoutumiskom-
pleksi reseptorin kanssa, ja

B. detektoidaan kompleksin 1l&sniolo osoituksena
ligandin 1l&sn&- tai poissaolosta nadytteesss,

jolloin biologisesti aktiivinen reagenssi sisialtaj

(I) veteen liukenemattoman, huokosettoman hiukka-
sen, joka koostuu silloittamattomasta kopolymeerista, jos-
Sa on toistuvia yksik&éita, jotka ovat perdisin

(a) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattémastd polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevat kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silla edellytyksells,
ettd yksikdan naistad monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdesta tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattomasta polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini—imidoksikarbonyyliryhmé ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja
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(¢) vyhdestd tai useammasta muusta etyleenisesti
tyydyttymattémasta polymeroitavissa olevasta monomeerista,
joiden osuus on 0 - 10 mol-%, ja

(II) ligandia vastaavaa reseptoria, joka on sidottu
kovalenttisesti hiukkaseen amidiryhman kautta sukkiini-
imidoksikarbonyyliryhmdn sukkiini-imidoksiosan sYrjéytys-
reaktiolla.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ligandi on antigeeninen mate-
riaali, hapteeni tai ladkeaine ja reseptori on antigeenis-
ta materiaalia, hapteenia tai laakeainetta vastaava vasta-
aine.

12. Menetelmd spesifisesti sitoutuvan ligandin méaa-
rittamiseksi, tunnettu siita, etta

A. saatetaan nayte, jonka epd&illaan sisaltavan ve-
siliukoista spesifista sitoutuvaa ligandia, kosketukseen
biologisesti aktiivisen reagenssin kanssa,

B. ennen vaiheessa A aikaansaatavaa kontaktia, sa-
manaikaisesti sen kanssa tai sen jalkeen saatetaan nayte
kosketukseen ligandia vastaavan reseptorin kanssa, jolloin
muodostuu reseptorin vesiliukoinen spesifinen sitoutumis-
kompleksi vesiliukoisen 1ligandin kanssa Jja reseptorin
veteen liukenematon sitoutumiskompleksi veteen liukenemat-
toman ligandin kanssa,

C. erotetaan veteen liukenematon kompleksi vesiliu-
koisista materiaaleista ja

D. detektoidaan veteen liukenemattoman kompleksin
lasndolo osoituksena 1ligandin 1lasna- tai poissaolosta
naytteessa,

jolloin biologisesti aktiivinen reagenssi sisaltaa

(I) veteen liukenemattoman, huokosettoman hiukka-
sen, joka koostuu silloittamattomasta kopolymeerista, jos-
sa on toistuvia yksikdoitd, jotka ovat perdisin

(a) yhdestad tai useammasta etyleenisesti tyydytty-

mattdmastad polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
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meerista, jotka tekevat kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silla edellytyksells,
etta yksik&&n ndisti monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdestd tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdmadsta polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhmé ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestd tai useammasta muusta etyleenisesti
tyydyttymittdmasts polymeroitavissa olevasta monomeerista,
joiden osuus on 0 - 10 mol-%,

(IT) ligandimolekyyleja, jotka on sidottu kovalent-
tisesti hiukkaseen amidiryhmi&n kautta sukkiini-imidoksi-
karbonyyliryhmédn sukkiini-imidoksiosan syrjéytysreaktiol-
la.

13. Analyyttinen puhdistusmenetelmd, t unne t -
t u siita, etta

A. johdetaan biologisesti aktiivisten aineiden se-
osta sisaltava nayte affiniteettikromatografiaregenssin
yli, joka sis&lt3i hiukkasen ja spesifisesti sitoutuvaa
ainetta, ja

B. otetaan talteen reagenssilla oleva yksi tai use-
ampi ennelta midratty biologisesti aktiivinen aine,

jolloin hiukkanen kasittii veteen liukenemattoman,
huokosettoman hiukkasen, joka koostuu silloittamattomasta
kopolymeerista, jossa on toistuvia vksikditéa, jotka ovat
peraisin

(a) yhdestad tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattémasta polymeroitavissa olevasta oleofiilisesta mono-
meerista, jotka tekevadt kopolymeerin hydrofobiseksi ja
joiden osuus on 80 - 99,9 mol-%, silla edellytyksells,
ettd yksikdan ndistd monomeereista ei ole ristisitoutuva
monomeeri ;

(b) yhdesta tai useammasta etyleenisesti tyydytty-
mattdmadstd polymeroitavissa olevasta monomeerista, joissa
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on sukkiini-imidoksikarbonyyliryhm&d ja joiden osuus on
0,1 - 20 mol-%, ja

(c) yhdestad tai useammasta muusta etyleenisesti
tyydyttymattdmasta polymeroitavissa olevasta monomeerista,
joiden osuus on 0 - 10 mol-%,

ja spesifisesti sitoutuva aine on sidottu kovalent-
tisesti hiukkaseen amidiryhman kautta sukkiini-imidoksi-
karbonyyliryhman sukkiini-imidoksiosan syrjaytysreaktiolla
ja spesifisesti sitoutuva aine on spesifinen biologisesti
aktiivisia aineita sisdltavan nayteseoksen yhdelle tai
useammalle ennalta madratylle biologisesti aktiiviselle

aineelle.
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Patentkrav

1. Fdrfarande fér framstallning av en biologiskt
aktiv reagens, kdnnetecknat av att det omfat-
tar ett steg dar

(I) en i vatten oléslig, porlds partikel, vari Aat-
minstone ytterytan bestdr av en icke tvarbunden kopoly-
mer, som har &terkommande enheter som hirstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polymeri-
serbara, oleofila monomerer, som g&r koplymeren hydrofob,
och vilkas andel ar 80 - 99,9 mol-%, under férutsattning
att ingen av dessa monomerer a&r en tvarbunden monomer ;

(b) en eller flera etyleniskt omittade polymeri-
serbara monomerer, som har en succinimidoxikarbonylgrupp,
och vilkas andel ar 0,1 - 20 mol-%, och

(c) en eller flera andra hydrofila, etyleniskt
omattade, polymeriserbara monomerer, vilkas andel &r 0 -
10 mol-%, bringas att reagera med

(IT) ett biologiskt aktivt amne,

varvid (I) och (II) binds kovalent via en amid-
grupp genom en reaktion som undantranger succinimidoxikar-
bonylgruppens succinimidoxidel.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kanne -
tecknat av att det biologiskt aktiva amnet &ar en
aminosyra, en peptid, en polypeptid, ett protein, ett 1i-
poprotein, ett glykoprotein, ett hormon, ett lakemedel, en
steroid, ett vitamin, en polysackararid, en glykolipid, en
alkaloid, en mikroorganism, ett wvirus, en protozo, en
svamp, en parasit, en rickettsia, ett mdgel, en blodkom-
ponent, en vavnads- eller organkomponent, ett farma-
ceutiskt amne, en hapten, ett lektin, ett toxin, en nuk-
leinsyra, ett antigeniskt material, avidin eller ett deri-
vat av detta, biotin eller ett derivat av detta eller en

komponent av ndgot av de ovan nadmnda materialen.



10

15

20

25

30

35

102921

41

3. Fbérfarande enligt patentkrav 2, kanne -
t ecknat av att det biologiskt aktiva amnet &ar en
antikropp.

4. Fdrfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 3,
k &nnetecknat av att monomeren (b) represente-

ras av fdljande struktur:

cHz.c. (U c-0-N

vari

R 3r en vateatom, en alkylgrupp som innehaller 1 -
3 kolatomer, eller en halogenatom,

L aAr en kopplingsgrupp, vars kopplande kedja upp-
visar Atminstone tva kolatomer och som bestar av en kom-
bination av Atminstone tvA4 grupper, vilka grupper utgdrs
av alkylengrupper som innehaller 1 - 8 kolatomer, arylen-
grupper som inneh&ller 6 - 12 kolatomer, hetero-atomer och
grupper som innehdller en heteroatom,

m ar 0 eller 1, n &r 1 eller 2 och P ar 0 eller 1,
under fdrutsattning att d& n &r 2 si Ar en av alkylen- och
arylengrupperna trivalent.

5. Fdrfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 4,
k @&nnetecknat av att monomeren (b) a&r N-akry-
loyloxisuccinimid, 4-(2-succinimidoxikarbonyletyl-tiome-
tyl)styren, 4-[1,2-bis(succinimidoxikarbo-nyl)etyltiome-
tyllstyren eller 4-(2-succinimidoxikar-bonylfenyltiome-
tyl)styren.

6. Ett analytiskt element som omfattar ett underlag
som slapper igenom vatska, vilket underlag ar foérsett med
en eller flera reaktionszoner och innehdller pd atminstone
en av namnda zoner en biologiskt aktiv reagens, k a n -
netecknat av att den biologiskt aktiva reagensen

omfattar
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(I) en i vatten oldéslig, porlds partikel som bestar
av en icke tvarbunden kopolymer, som uppvisar dterkommande
enheter som hirstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara, oleofiliska monomerer som gdr kopolymeren hyd-
rofob och vilkas andel ar 80 - 99,9 mol-%, under foérut-
sattning att ingen av dessa monomerer ar en tvarbunden
monomer ;

(b) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara monomerer, som har en succinimidoxikarbonylgrupp
och vilkas andel &4r 0,1 - 20 mol-%, och

(c) ett eller flera andra etyleniskt omattade, po-
lymeriserbara monomerer vilkas andel &r o - 10 mol-%

(IT) ett biologiskt aktivt amne, som &r kovalent
bundet till en partikel via en amidgrupp genom en reaktion
som undantranger succinimidoxikarbonylgruppens succini-
midoxidel.

7. Element enligt patentkrav &, kanne -
tecknat av att det biologiskt aktiva &mnet &r en
antikropp.

8. Element enlig patentkrav 6 eller 7, k&d&nne -
tecknat av att monomeren (b) representeras av fol-

jande struktur:

R o o

CHz‘L @(L)m lc,.o. N

P

vari

R ar en vateatom, en alkylgrupp som innehaller 1 -
3 kolatomer, eller en halogenatom,

L ar en kopplingsgrupp, som i den kopplande kedjan
har atminstone tva kolatomer och som bestir av en kom-
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bination av &tminstone tva grupper, vilka grupper &ar alky-
lengrupper innehallande 1 - 8 kolatomer, arylengrupper
innehdllande 6 - 12 kolatomer, heteroatomer och grupper
innehillande en heteroatom,

m &r 0 eller 1, n &r 1 eller 2 och P ar 0 eller 1,
under férutsittning att dad n 4r 2 sa &r en av alkylen- och
arylengrupperna trivalent

9. Ett analytiskt element som omfattar ett porldst
underlag, p& vilket i flédeskontakt och i fdéljande ord-
ningsfdéljd anordats

ett reagensskikt som omfattar en eller flera rea-
genser fé&r att avge en detekterbar signal vid best&mningen
som en reaktion pd ett enzym,

ett pordst spridningslager som innehd&ller en biolo-
giskt aktiv reagens, och

en ligandanalog som &r bunden till ett enzym som ar
anordnat i vilket som helst lager ovanfdr det porldsa un-
derlaget, kadnnetecknat av att den biologiskt
aktiva reagensen omfattar

(I) en i vatten oléslig, porlds partikel som bestar
av en icke tvarbunden koploymer som uppvisar aterkommande
enheter som harstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara, oleofila monomerer som gdér kopolymeren hydrofob
och vilkas andel a&r 80 - 99,9 mo-%, under fdrutsattning
att ingen av dessa monomerer ar en tvarbunden monomer;

(b) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara monomerer, som uppvisar en succinimidoxikar-
bonylgrupp och vilkas andel &r 0,1 - 20 mol-%, och

(c) en eller flera andra etyleniskt omattade, poly-
meriserbara monomerer vilkas andel &r 0 - 10 mol-%,

(II) en receptor f£&6r liganden, vilken receptor ar
kovalent bunden till en partikel via en amidgrupp genom en
reaktion som undantranger succini-midoxikarbonylgruppens

succinimidoxidel.
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10. Forfarande for bestamning av en specifikt bin-
dande ligand, k&4 nnetecknat av att

A. ett prov som misst&nks inneh&lla en vattenlds-
lig, specifik, bindande ligand bringas i kontakt med en
biologiskt aktiv reagens, varvid det uppstar ett i vatten
oldsligt specifikt bindningskomplex mellan liganden och
receptorn, och '

B. komplexets narvaro detekteras som en indikator
pa& ligandens nar- eller franvaro i provet, varvid den bio-
logiskt aktiva reagensen omfattar

(I) en i vatten oldslig, porlés partikel som bestar
av en icke tvarbunden kopolymer som har Ater-kommande en-
heter som harstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara, oleofila monomerer som gbr kopolymeren hydrofob
och vilkas andel ar 80 - 99,9 mol-%, under férutsattning
att ingen av dessa monomerer &r en tvarbunden monomer;

(b) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara monomerer som har en succini-midoxikarbonylgrupp
och vilkas andel ar 0,1 - 20 mol-%, och

(c) en eller flera andra etyleniskt omattade, poly-
meriserbara monomerer, vilkas andel &r 0 - 10 mol-%, och

(IT) en receptor fér liganden, vilken receptor ar
kovalent bunden till en partikel via en amid-grupp genom
en reaktion som undantranger succini-midoxikarbonylgrup-
pens succinimidoxidel.

11. Forfarande enligt patentkrav 10, kanne -
tecknat av att liganden ar ett antigeniskt mate-
rial, en hapten eller ett lakemedel och att receptorn &r
en antikropp f&r det antigeniska materialet, haptenen el-
ler lakemedlet.

12. Foérfarande for bestadmning av en specifik bin-
dande ligand, k@&nnetecknat av att

A. ett prov som misstankt inneh&lla en vattenlds-
lig, specifik, bindande ligand bringas i kontakt med en
biologiskt aktiv reagens,
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B. fére kontakten i steg A, samtidigt med den eller
efter den bringas provet i kontakt med en receptor £foér
liganden, varvid det uppstar ett specifikt, vattenldsligt
bindningskomplex mellan receptorn och den vattenldsliga
liganden och ett i vatten oldésligt specifikt bindningskom-
plex mellan receptorn och den i vatten oldésliga liganden,

C. det i vatten oldsliga komplexet separeras fran
de vattenldsliga materialen och

D. narvaron av ett i vatten oldsligt komplex detek-
teras som en indikator pa ligandens nar- eller franvaro i
provet,

varvid den biologiskt aktiva reagensen omfattar

(I) en i vatten oléslig, porlds partikel som bestér
av en icke tvarbunden kopolymer som har aterkommande enhe-
ter som harstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara, oleofila monomerer som gdr kopolymeren hydrofob
och vilkas andel &r 80 - 99,9 mol-%, under foérutsattning
att ingen av dessa monomerer a&r en tvarbunden monomer;

(b) en eller flera etyleniskt omattade, polymeri-
serbara monomerer som har en succinimidoxikar-bonylgrupp
och vilkas andel a4r 0,1 - 20 mol-%, och

(c) en eller flera andra etyleniskt omattade, poly-
meriserbara monomerer, vilkas andel &r 0 - 10 mol-%,

(IT) ligandmolekyler som ar kovalent bundna till en
partikel wvia en amidgrupp genom en reaktion som undan-
tranger succinimidoxikarbonylgruppens succinimidoxidel.

13. Ett analytiskt reningsfdérfarande k a nn e -
t ecknat av att

A. ett prov innehallande en blandning av biologiskt
aktiva amnen leds o6ver en affinitetskromatografireagens
innehdllande en partikel och ett specifikt bindande &amne,
och

B. ett eller flera av de i fdrvag bestamda biolo-

giskt aktiva amnena pa reagensen tas tillvara,
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varvid partikeln omfattar en i vatten oldéslig, por-
16s partikel som bestdr av en icke tvarbunden kopolymer
som har aterkommande enheter vilka ha&rstammar fran

(a) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara, oleofila monomerer som gdr kopolymeren hydrofob
och vilkas andel &ar 80 - 99,9 mol-% under férutséttning
att ingen enda av dessa monomerer Ar en tvarbunden mono-
mer;

(b) en eller flera etyleniskt omattade, polyme-
riserbara monomerer som har en succini-midoxikarbonylgrupp
och vilkas andel ar 0,1 - 20 mol-%, och

(c) en eller flera andra etyleniskt omattade, poly-
meriserbara monomerer vilkas andel ar 0 - 10 mol%,

och det specifikt bindande &mnet &r kovalent bundet
till partikeln via en amidgrupp genom en reaktion som un-
dantranger succinimidoxikarbonylgruppens succinimidoxidel,
och det specifikt bindande amnet &r specifikt f&r en eller
flera av de i fdérvag bestamda biologiskt aktiva amnena som

provblandningen innehdller.
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