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POLIKATIJONY NEUTRALIZAVIMAS CHROMATOGRAFIJOS ITAISE
SKIRTAME NEAPDOROTAM KRAUJUI ANALIZUOTI

ISradimo technikos sritis

Sis iSradimas yra susijes su chromatografinio testavimo jtaisais ir
analités nustatymo bldu neapdoroto kraujo méginyje, o konkreciau su jtaisu
ir bOdu, naudojant eritrocitus atskiriantj agentg eritrocitams agreguoti ir
neutralizavimo agenta bet kokiems neigiamiems efektams, kuriuos gali duoti

eritrocitus atskiriantis agentas j testavimo sistemg, pasalinti.
Ankstesnis technikos lygis

Modernds klinikinés diagnostikos metodai yra paprastai atliekami

imant kraujo méginius. Deja, eritrocitai trukdo daugeliui diagnostiniy

nustatymy. Nustatant analitg, eritrocitai gali inhibuoti suri§img tarp specifiskai

susiriS8anciy poros nariy. Be to, eritrocitai pasizymi fermentiniu aktyvumu,
kuris, priklausomai nuo naudojamo testo, gali trukdyti signalo gavimui. Dar
daugiau, greitame teste, kuriame naudojamas chromatografinio testavimo
jtaisas, ypatingai chromatografinio imunotestavimo jtéiéas. eritrocitai  gali
trukdyti skyscio slinkimui, kurio reikia, kad jtaise vykty reakciqu. Dél Siy ir kity
priezasciy daugélis tyrimy atliekami su plazma arba serumu, kurie turi buti
pirmiausia iSskiriami i§ kraujo meginio.

Eritrocity atskyrimui nuo plazmos i$ kraujo méginio yra Zzinoma daug
metodiky. Gerai Zinomas Sioje srityje budas yra centrifugavimas, kuriame
plazma (prie$ sukredejimg) ir serumas (po sukreséjimo) yra iSskiriami i$
kraujo. Sioje procediroje eritrocitai nuséda ant meégintuvélio dugno, o
serumas yra atskiriamas nudekantuojant arba kokiu nors kitu bidu. Taéiau
toks kraujo sluoksniavimas centrifugavimo bidu turi daug nepatogumuy.
Bendrai paémus, centrifugavimas reikalauja, kad buty imami dideli kraujo

meéginiai. Be to, Sis budas uZzima daug laiko ir reikalauja gremeézdiSkos



laboratorinés jrangos, daZniausiai nesancios gydymo jstaigoje. Pagaliau
papildomos manipuliacijos su krauju didina sglyio su kraujo kilmes
patogenais rizika.

Norint sumazint arba pasSalinti centrifugavimo poreikj, buvo sukurti
testavimo jtaisai, kuriuose naudojamos gradientinés membranos arba
sulaikan&ios membranos atskirti eritocitams nuo skystosios kraujo dalies.
Taip pat buvo naudojami imobilizuoti anti-eritocitiniai antikiinai.

Kitos zinomos metodikos eritrocitams atskirti nuo plazmos arba
serumo yra: (1) kraujo méginio sumaiSymas su eritocitus surianciu agentu,
misinio nufiltravimas per kietg drégme sugeriantj elementg, prie kurio yra
prijungtas bent vienas specifiSkai suriSancios poros nharys sulipusiems
eritrocitams paéalinti; (2) kraujo perleidimas per stiklinj mikropluostinj filtrg,
kuriame gali bati arba nebdti jterptas sulipinantis agentas; (3) panaudojimas
barjero arba iSskirianCio sluoksnio i8 polisacharidinés medziagos, kad
eritrocitai nepatekty ir netrukdyty signalo detektavimui arba vizualizavimui ant
sausos testavimo justelés; ir (4) naudojimas pagrindo, turinCio polikatijoninj
pavirsiy, kuris suria eritocitus, bet nesurisa plazmos.

Dauguma i$ Siy eritocity atskyrimo nuo plazmos metodiky yra brangiai
kainuojancCios, komplikuotos, gali nepilnai atskirti eritrocitus ir gali sukelti
hemolize. Hemolizé duoda nespecifinj suri§img arba didelius fonus,
sukelianCius testo jautrumo sumazéjima. Tai gali bati dél laisvo hemoglobino,
kuris nuspalvina detektavimo zong taip, kad $i zona gali jgyti spalvg nuo
rozinés iki.tamsilai kastoninés. Dél Sios priezasties hemoglobino spalvos
buvimas detektavimo zonoje gali visiSkai arba dalinai nustelbti vizualinj
cheminj signalag. Be to, atskirianCio agento, tokio . kaip polikatijonas,
panaudojimas testavimo sistemoje linkes trukdyti sistemai, apart eritrocity,
daZniausiai dél kity reagenty arba risikliy agregacijos.

Taigi, egzistuoja poreikis sukurti prietaisg ir blda analitei nustatyti
kraujo méginyje nepaveikiant nepalankiai testavimg sistemos. Toks prietaisas
ir budas turéty bati tinkamas jvairaus dydzio neapdoroto kraujo méginiams,

jskaitant mazus méginius.
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ISradimo santrauka

Sis iSradimas yra susijgs su chromatografiniu jtaisu, apimanciu
apibréZiantj skysgio kelig chromatografinj nesiklj, galintj palaikyti kapiliarinj
tekéjima, minéto kraujo meéginio uzdéjimo vietg skyscio kelyje, duodancia
salytj su chromatografiniu nesikliu, detektavimo vieta ant chromatografinio
nesiklio, esandig toliau nuo uzdéjimo vietos, difuziskai prijungta Zymetg
medZiaga, esandig pasroviui nuo uzdéjimo vietos, difuziskai prijungtg
eritrocitus atskiriantj agentg plazmos arba serumo iSskyrimui i$ kraujo
méginio, esantj prie§ srove nuo detektavimo vietos, ir difuziSkai prijungtg
neutralizuojantj agenta, galintj susijungti su atskiriangiu agentu, esantj
pasroviui nuo‘ prijungto atskirian¢io agento ir prie§ srovg nuo minétos
detektavimo vietos, tokiu bldu neutralizuojant minéto atskirian€io agento
teigiamg krivj. Pageidautina, kad eritrocitus atskiriantis agentas' bty prie
uzdéjimo vietos taip, kad eritrocitai blty atskiriami nuo serumo arba piazmos

prie$ pradedant serumui arba plazmai slinkti chromatografiniu neSikliu.

Sis iradimas taip pat yra skirtas analités buvimo méginyje, .

pageidautina kraujo méginyje, nustatymo budui, kuris apima pateikimg
apibrézian¢io skysCio kelig chromatografinio nesiklio, galinCio palaikyti
kapiliarinj tekéjima, kuriame yra idéstyta (a) minéto kraujo meginio uzdejimo
vieta skyscio kelyje, duodanti sglytj su minétu chromatografiniu‘neéikliu, (b)
detektavimo vieta ant chromatografinio nesiklio, esanti toliau nuo uzdejimo
vietos, (c)- difuziSkai prijungta Zyméta medziaga, esanti pasroviui nuo
uzdéjimo vietos, (d) difuzidkai prijungtas eritrocitus atskiriantis agentas
plazmos arba serumo iSskyrimui i§ kraujo méginio, esantis prie$ srove nuo
detektavimo vietos, ir (e) difuziSkai prijungtas neutralizuojantis agentas,
galintis susijungti su atskirianCiu agentu, esantis pasroviui nuo prijungto
atskiriancio agento ir prie§ srove nuo minétos detektavimo vietos, tokiu bidu
neutralizuojant minéto atskirian€io agento teigiama kravj; uzdéjimo vietos ir
kraujo méginio suleidimg j salytj taip, kad eritrocitus atskiriantis agentas

iSskiria plazmg arba serumg i$ kraujo meéginio, o neutralizuojantis agentas
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neutralizuoja atskirianCio agento teigiamg krlvj, kai meginys slenka srauto

keliu; ir analités nustatymg kraujo meginyije.
Trumpas figiry aprasymas

Fig.1 pavaizduotas S§i iSradimo chromatografinio testavimo [taiso

tinkamiausias jgyvendinimo variantas.
Smulkus iSradimo aprasymas

Sis iSradimas yra paremtas pastebéjimu, kad eritrocitai néapdoroto
kraujo meginiuose trukdo nustatyti analités buvimg arba jos kiekj kraujo
meginyje, ka kitu atveju labai nesunku padaryti panaudojant testavimo
sistemas. Pavyzdziui, imunotestavimo atveju mazai tikétina, kad neapdoroto
kraujo meéginys, suleistas | salytj su uzdéjimo vieta, slinks juostele déka
kapiliarinio poveikio, nes tam trukdo eritrocity buvimas. Siame iSradime tokia
problema yra jveikiama nepazeidZiant testo sistemos jautrumo.

Toliau duodami apibrézimai gali bGti naudingi S8io iSradimo
jgyvendinimo variantams suprasti.

“Analité” arba “dominanti analité” reikia norimg nustatyti arba
iSmatuoti junginj arba kompozicija, kurie turi bent vieng epitopa arba riancig
vietg. Analite galli, bati bet kokia medziaga, kuriai yra gamtoje esantis analitg
specifidkai suridantis narys arba kuriai gali bti pagamintas analite specifikai
suriSantis narys. Analitémis yra, bet jomis neapsiribojama, toksinai, organiniai
junginiai, baltymai, peptidai, mikroorganizmai, aminorigstys, nukleortgstys,
hormonai, steroidai, vitaminai, vaistai (jskaitant vartojamus terapiniams
tikslams bei vartojamus uZdraustiems tikslams) ir bet kurios i§ auk$éiau
mineéty medZiagy metabolitai arba antik(inai prie$ Sias medziagas. Terminas
“analité” taip pat apima bet Kkokias antigenines medZiagas, haptenus,
antiktnus, makromolekules ir jy derinius.

“Chromatografinis neSiklis” reiSkia bet kokig tinkamg poréts,
absorbuojancia, drégme sugeriancia, izotroping arba kapiliarine medziaga,
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kurioje yra jtaiso detektavimo vieta ir per kurig gali judeti analite arba
tiriamasis méginys dél kapiliarinio arba jsiurbiandio poveikio. Specialistams
bus suprantama, kad chromatografinis neSiklis gali bati padarytas i$ vienos
medziagos arba daugiau nei vienos medZiagos (pvz., skirtingos zonos, dalys,
sluoksniai, plotai arba vietos gali bdti padarytos i$§ skirtingy medZiagy) taip,
kad jvairiarGSiai sluoksniai uztikrina tiriamojo meéginio peréjimg i8 vienos
medziagos j kita. Tekanciy skysCiy salytis leidzia pereiti maziausiai kelioms
méginio komponentéms, ty. analitei, tarp poringos medzZiagos zony ir
geriausia, kai Sis peréjimas yra vienodas per sglyCio tarp jvairiy zony riba.
Chromatografiniais neSikliais gali bati naudojamos gamtinés, sintetinés arba
gamtinés sintetiSkai modifikuotos medZiagos; jie apima, jais n.eapéiribojant,
popieriy (pluostinj) arba celiulioziniy medziagy, kaip antai popieriaus,
membranas (mikroporines); celiulioze ir celiuliozés darinius, tokius kaip
celiuliozés acetatas ir nitroceliuliozé; stiklo pluostg;, kaip natdraly (pvz.
medvilng), taip ir sintetinj (pvz. nailong) audinj; poringus gelius; ir pan.’
“Zymé” reidkia bet kokig medZiaga, kuri gali duoti signala, nustatoma

vizualiniais arba instrumentiniais bldais. |vairios Zymés, tinkamos naudoti -

Siame iSradime, apima Zymes, kurios duoda signalus arba cheminiais, arba
fizikiniais bldais. Jy pavyzdziais yra fermentai ir substratai, chromagenai,
fluorescuojantys junginiai, chemiliuminescuojantys junginiai, spalvotos arba
hudazomos organinio polimero latekso dalelés ir liposomos arba kitos
puslelés, turingios tiesiogiai matomy medziagy. Geriausia- Siame iSradime
naudoti radioaktyvias Zymes, metaly koloidines daleles arba nemetaly
koloidines daleles. Tinkamiausios Zymés yra koloidinio aukso ir latekso
dalelés.

“Zymétoji medziaga” arba “konjugatas” reiskia medziagg, kurioje yra
detektuojama Zymé, prijungta prie specifikai suri$angio nario. Prijungimas
gali bdti kovalentinis arba nekovalentinis rySys, o taip pat gali bdati
nukleortgsgiy hibridizacija. Zymé suteikia Zymétajai medziagai galimybe
duoti signala, kuris yra tiesiogiai arba netiesiogiai susijes su analités kiekiu

tiiamajame méginyje. Zymétosios medZiagos specifiSkai suridantio nario
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komponentas yra parinktas taip, kad jis tiesiogiai arba netiesiogiai susijungty
su analite.

“Specifiskai suriSantis narys” reiskia specifikai susiriSancios poros,
ty. dviejy skirtingy molekuliy, kur viena i§ molekuliy specifiSkai risasi su
antrgja molekule cheminiais arba fizikiniais bidais, narj. Jeigu specifiskai
suriSantis narys yra imunoreagentas, jis gali bdti, pavyzdZziui, antikinas,
antigenas, haptenas arba jo kompleksas, ir jeigu yra naudojamas antiklinas,
jis gali blti monokloninis arba polikloninis antiklnas, rekombinantinis
baltymas arba antikiinas, chimerinis antikinas, jy miSinys(-ai) arba
fragmentas(-ai), o taip pat antikino ir kity specifiS8kai suriSanciy nariy misinys.
Konkreciais specifiS$kai suriSanciy nariy pavyzdziais yra biotinas ir avidinas,
antikdinas ir jj atitinkantis antigenas (abu neturintys rySio su tiriamu méginiu),
viengrandé nukleorlgstis ir jos komplementas ir pan.

“Sulaikanti medZiaga” reikia vieng arba daugiau specifikai surianéiy
nariy, prijungty viduje arba ant chromatografinio nesiklio dalies, sudarant

vieng arba daugiau “sulaikymo viety”, kur analité, Zymeétasis reagentas ir/arba

kontrolinis reagentas imobilizuojasi ant chromatografinio nesiklio. Prijungimo

bldas néra labai svarbus Siame iSradime. Sulaikanti medziaga palengvina
detektuojamo signalo stebéjimg, atskirdama analite ir/farba Zymeétajq
medZiagg huo nesujungty testavimo reagenty ir likusiy tiriamojo méginio
komponenty. Sulaikanti medziaga gali bGti imobilizuota ant chromatografinio
nesiklio prieS bandymo atlikimg arba atliekant bandyma, panaudojant bet
kokj tinkamg prijungimo blda. Be to, sulaikanti medzZiaga gaii 'thi pateikiama
vienoje detektavimo vietoje arba keliose vietose ant chromatografinio nesiklio
arba jo viduje. Sulaikanti medziaga gali bati pateikiama jvairiausiomis
konfiglracijomis, gaunant jvairius detektavimo arba matavimo formatus.
Pavyzdziui, sulaikanti medZiaga gali bati raidés, skaiciaus, zenklo, simbolio
arba bet kokio jy derinio konfiglracijos.

KonkreCiau kalbant, Siame iSradime pateikiamas chromatografinio
testavimo jtaisas analités buvimo nustatymui meéginyje, pageidautina kraujo
meginyje. Geriausia, kad jtaisas bity chromatografinés juostelés formos,

turinCios chromatografinj nesiklj, kuris apibrézia skyscio judéjimo kelig ir gali
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palaikyti kapiliarinj tekéjima, kraujo méginio uzdéjimo vietg ir detektavimo
vieta, nutolusig nuo uzdéjimo vietos, analités buvimui arba jos kiekiui kraujo
meginyje nustatyti. Pageidautina, kad jtaise taip pat buty zymeétoji medZiaga
(arba konjugatas), difuziSkai prijungta prie chromatografinio nesiklio.
Tinkamiausiame jgyvendinimo variante Zymétoji medZiaga prisijungs prie
analités arba konkuruos su analite dél prisijungimo detektavimo vietoje.
Pageidautina, kad jtaise blty du papildomi agentai, difuziSkai prijungti prie
chromatografinio nediklio: (1) eritrocitus atskiriantis agentas, esantis prie$
srove (&ia ir toliau kapiliarinio poveikio sukelto meginio judéjimo kryptis yra
vadinama “pasroviui”, o prieSinga kryptis vandinama “prie§ srove”) nuo
detektavimo vietos, kuris gali iSskirti plazma arba serumg i$ kraujo meéginio, ir
@) neutralizuojantis agentas, esantis pasroviui nuo eritrocitus atskirianCio
agento ir prie$ srove nuo detektavimo vietos, kad bty neutralizuojamas bet
koks, ypatingai nepalankus, eritrocitus atskirianCio agento efektas ]
chromatografijos sistema.

Sio iSradimo kontekste terminas “difuzidkai prijungtas”, taikomas

duotam reagentui, gali blti apibréziamas kaip bet koks Siame iSradime

naudojamas reagentas, jskaitant (bet neapsiribojant) Zymeétaja medZiags,
specifiSkai suriantj narj, eritrocitus atskiriantj agentg arba neutralizavimo
agenta, ir reiSkia, kad reagentas(-ai) yra prijungti tokiu bldu, Kkuris leidZia
prijungtam(-iems) reagentui(-ams) judéti pagal srove. - |

Sio iSradimo tikslams gali buti naudojama bet kokia testavimo sistema.
Tinkamiausios yra imunotestavimo sistemos, jskaitant (bet neapsiribojant)
Soninio srauto sistemas, vertikalaus srauto sistemas, jsisiurbimo sistemas ir
jmerkiamus strypelius. Toliau duodamas zinomy testavimo sistemy bendras
aprasymas.

Paprastai chromatografinéje juosteléje ant chromatografinio neSiklio
yra apibrézta bent jau méginio uzdéjimo vieta ir detektavimo vieta. Méginio
tirpalas, Siuo atveju pageidautina, kad tai baty kraujo méginys, kuriame
galima jtarti, kad yra dominanti analité, uzdéjus jj ant uzdéjimo vietos, slenka
chromatografiniu neSikliu dél kapiliarinio poveikio, o Zymétoji medziaga arba
konjugatas, kuris yra laikomas Zyméjimo priemonése, iSdéstytose ant
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chromatografinio nesiklio i§ anksto, yra sukaupti detektavimo vietoje
tiesiogine arba atvirk$tine proporcija nustatomos medziagos buvimui arba
kiekiui méginio tirpale, kurj veikia suri§imo reakcija (tokia kaip imunologine
reakcija), taip, kad méginio tirpale nustatomos medZiagos buvimas arba
kiekis gali blti nustatomas matuojant tokiu bddu susikaupusios zymétosios
medziagos arba konjugato buvimg arba kiekj. Yra Zinomi jvairls
chromatografiniy juosteliy tipai, ir visos 8ios Zinomos chromatografinés
juostelés, jskaitas tas, kurios bus apradytos véliau, gali bati naudojamos
Siame iSradime. Cia naudojamas terminas “chromatografinio testavimo
jtaisas” reiskia chromatografine juostele, kuri yra pagaminta taip, kad ji gali
bati naudojama testavimui ir gali biti laikoma bei transportuojama.

Toliau épraéomas tipiskas chromatografinés juosteles pavyzdys.
Meéginio uzdéjimo vieta gali bti toje palioje vietoje, kurioje yra Zymetoji
medziaga, bet geriau, kai ji yra prie$ srove nuo Zymétosios mediiagos. Kai
méginio tirpalas, kuriame jtariama, kad gali bdti analités, suleidZziamas j salytj

su meéginio uzdéjimo vieta, méginio tirpalas slenka chromatografiniu nesikliu

kartu su analite dél kapiliariniy jégy veikimo. Paprastai analité yra junginys, .

kuris susiriSa specifiniu blidu su sulaikan¢ia medZiaga, fiksuota detektavimo
vietoje, arba ji yra junginys, kuris susiriSa specifiniu budu su konjugatu, kuris
specifiSkai susiria su sulaikanc¢ia medziaga detektavimo vietoje. PavyzdZiui,
analité yra antiklnas, kai sulaikanti medzZiaga yra antigehés arba konjugatas
turintis antigenq‘, ir analit¢ yra antigenas, kai sulaikanti medZiaga yra
antiklinas arba konjugatas turintis antikling. Dar kitas pavyzdys: analite gali
bati nukleorugstis, kuri jungiasi prie komplementaraus konjugato ir riSancios
medZziagos.

Kai méginio uzdéjimo vieta yra prie$ srove nuo zZymétosios medziagos,
Zymétoji medZiaga gali blti greta méginio uZzdéjimo vietos arba padétyje,
nutolusioje nuo meginio uzdéjimo vietos.

Zymétaja medziagg galima pridéti jvairiais bildais, pavyzdziui,
padedant jg | tam tikrg padétj uz chromatografinés juostelés detektavimo
vietos riby po méginio tirpalo pridéjimo.



Kadangi Zzymétoji medZiaga yra tokia, kuri juda dél meginio tirpalo
kapiliarinio poveikio, Zymétoji medZiaga juda pasroviui, kai j méginio
pridéjimo priemones pridedama meginio tirpalo.

Detektavimo vieta paprastai yra pasroviui nuo Zymétosios medziagos
ir tam tikru atstumu nutolusi nuo 2ymétosios medziagos. Detektavimo vietoje
prie chromatografinio ne$iklio yra prijungta sulaikanti medZiaga, Kkuri
specifiniu bldu susijungia tik su analite arba konjugatu, arba specifiskai
susijungia su kiekviena i$ nustatomy medziagy ir Zymetgja medZiaga. Del
Sios prieZasties viename jgyvendinimo variante analité (kartais prijungta prie
Zymeétosios medziagos), stumiama meéginio tirpalo kapiliarinio poveikio,
susiri8a su sulaikania medZiaga arba su Kkonjugatu, kuris' sa\)o ruoztu
susiria su sulaikanéia medziaga. Zymétoji medZiaga prisijungia prie tokiu
bGdu prijungtos nustatomos medZiagos, ir taip sukaupiama Zymétoji
medziaga detektavimo priemonése, gaunant atsakg | analités buvimg arba
kiekj. Kitu atveju Zymeétoji medziaga ir analité, stumiamos kapiliarinio

poveikio, prisijungia konkurentiskai prie sulaikanéios medziagos, tokiu bldu

veikdamos Zymeétosios medziagos susikaupimg atvirkStine proporcija -

nustatomos medziagos kiekiui.

Blna atvejy, kai tam tikra Zymétoji medziaga susijungia ir su
sulaikan&ia medZiaga (arba konjugatu, kuris savo ruoztu susijungia su
sulaikanéia medZiaga), ir su analite, bet ne vienu metu, ir tokiu atveju
pirmiausia prie iymétosios medzZiagos prisijungia analité, o- likusi zymetoji
medziaga, kuri neprisijungé prie nustatomos medzZiagos, prisijungia prie
sulaikanCios medziagos. Tada analités buvimas arba kiekis gali bati
nustatomas matuojant susikaupusig 2ymeétaja medziagg detektavimo
priemoneése.

Jeigu yra' reikalas, prie$ srove nuo detektavimo vietos yra iS§déstomos
jvairios medziagos. Pavyzdziui, tokiu judamu bldu gali bdti patalpintas
konjugatas.

Kai kuriais atvejais pasroviui nuo pirmosios detektavimo vietos gali bati
iSdéstytos viena arba daugiau kity detektavimo viety. Be to, pasroviui nuo
detektavimo vietos chromatografinis neSiklis gali bati toliau prailgintas taip,
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kad meéginio tirpalas visiskai susinaudoty, arba | nediklj gali bati prideta
medzZiagos, skirtos méginio tirpalui sugerti.

Taigi, dominanéios analités buvimas meéginio tirpale arba jos kiekis
gali bdti nustatomas matuojant Zymetosios medziagos, sukauptos
detektavimo vietoje, buvima arba kiekj. Atskiru atveju tai gali buti nustatoma
vizualiai.

Numatoma, kad $is iSradimas bus naudojamas bet kokiems kraujo
meginiams, jskaitant serumg ir plazmg, bet geriau |j naudoti kraujo
meéginiams, turintiems eritrocity, t.y. neapdorotam kraujui.

Pried nustatant dominandia analite kraujo meéginyje, pageidautina
pasalinti eritrocitus, kad testas baty norimo jautrumo. Taigi, pagal §j iSradimag
prie chromatografinio nesiklio yra prijungtas eritrocitus atskiriantis agentas.
Geriau, kai eritrocitus atskiriantis agentas yra difuzidkai prijungtas prie
chromatografinio nesiklio. Eritrocitus atskiriantis agentas gali bati prijungtas
prie chromatografinio nesiklio bet kurioje vietoje, kuri funkcionuos atskirdama

eritrocitus nuo plazmos arba serumo. Geriau, kai jis yra difuziskai prijungtas

prie chromatografinio nesiklio prie$ srove nuo detektavimo vietos. Geriausia,

kai eritrocitus atskiriantis agentas yra difuziskai prijungtas méginio uzdéjimo
vietoje. Si vieta yra tinkamiausia todeél, kad eritrocity agregacija sukeliama
tuoj pat, kai tik jie uzdedami ant chromatografinio nesiklio, ir gaunamas
minimalus, jei toks iSvis yra, trukdymas serumo arba plazmos slinkimui
nesikliu veikiant kapiliarinéms jegoms.

éio_iéradimo eritrocitus atskiriantis agentas gal'i .buti bet kokia
medZiaga, galinti agreguoti eritrocitus. Tinkamiausiais agentais-yra teigiamg
krGvj turinios medziagos, tokios kaip polikatijonai, jskaitant, pvz., poli-L-
lizino hidrobromida; poli(dimetilalilamonio) chloridg (Merquat®-100, Merquat®
280, Merquat® 550); poli-L-arginino hidrochlorida; poli-L-histiding; poli(4-
vinilpiriding), poli(4-vinilpiridino) hidrochloridg, susilto poli(4-vinilpiridino)
metilchlorido  ketvirting  druska;  poli(4-vinilpiridin-ko-stirena);  poli(4-
vinilpiridinio poli(hidrofluorida)); poli(4-vinilpiridinio-p-toluensulfonata); poli(4-
vinilpiridinio-tribromida); poli(4-vinilpirolidon-ko-2-dimetilaminoetilo
metakrilata); susidtg polivinilpirolidong; polivinilpirolidong, poli(melamin-ko-
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formaldehida); dalinai metilinta heksadimetrino bromidg; poli(Glu,Lys) 1:4
hidrobromida; poli(Lys,Ala) 3:1 hidrobromida; poli(Lys,Ala) 2:1 hidrobromidg;
sukcinilintg poli-L-lizing; poli(Lys,Ala) 1:1 hidrobromidg ir poli(Lys,Trp) 1:4
hidrobromida. Tinkamiausias polikatijonas yra poli(dimetilalilamonio)
chloridas (Merquat®-100).

Gali bati naudojami bet kokie Sio iSradimo eritrocitus atskiriancio
agento kiekiai, kurie funkcionuoja atskirdami eritrocitus nuo likusios meginio
dalies. Pageidautina, kad eritrocitus atskirian¢io agento bty nuo mazdaug
0,04 % iki mazdaug 1,3 % (masé/tlryje), geriau nuo mazdaug 0,13 % iki
mazdaug 0,33 % (masé/tliryje) ir visy geriausia - nuo mazdaug 0,20 % iki
mazdaug 0,33 % (maseé/turyje). -

Eritrocitus atskiriancio agento teigiamas krivis yra linkes agreguoti bet
kokias neigiamg krdvj turindias medZiagas, esandias ant juostelés.
Pavyzdziui, eritrocitus atskiriantis agentas taip pat gali agreguoti prie
chromatografinio ne$iklio prijungta Zymétaja medZiagg arba konjugata,
trukdydamas prisijungti analitei prie konjugato arba konkurenciniame

testavime - Zymeétajai medziagai ir dominanciai analitei prisijungti prie -

sulaikanc¢ios medZiagos detektavimo vietoje arba prie konjugato. Tokiu bddu
i8kyla pavojus imunotestavimo sistemos jautrumui ir tikslumui.

Dél Sios priezasties, kai eritrocitus atskiriantis agentas yra teigiamg
kravj turinti medziaga, Siame iSradime pageidautina naudoti neutralizuojantj
agenta. Neutralizuojantis agentas gali neutralizuoti eritrocitus atskiriancio
agento teigiamg krivj, tokiu bldu paSalindamas arba bent jau
sumazindamas neigiama jtakg testavimo sistemai, kurig sukelia eritrocitus
atskiriantis agentas. Geriau, kai neutralizuojantis agentas yra difuziSkai
prijungtas prie chromatografinio neSiklio. Neutralizuojantis agentas gali bt
difuzidkai prijungtas prie chromatografinio nesiklio bet kurioje vietoje, kur jis
funkcionuos neutralizuodamas eritrocitus atskiriantj agenta, bet geriau, kai jis
yra prijungtas pasroviui nuo eritrocitus atskiriancio agento ir prie$§ srove nuo
detektavimo vietos, o visy geriausia, kai jis yra toje pacioje chromatografinés

juosteles vietoje kaip ir difuziSkai prijungta Zymétoji medZiaga.
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Neutralizuojantis agentas gali bdti bet koks polianijonas, galintis
neutralizuoti eritrocitus atskirianCio agento teigiamg kravj. Tinkamiausiais
.polianijonais yra poli(akrilo rlgstis), poli(akrilo ragsties Na druska),
poli(metilmetakrilo ragstis), poli(Na-4-stireno sulfonatas),
poli(vinilsulfonrlgstis), poli-L-asparto rigstis ir karboksimetilceliulioze, o visy
tinkamiausias yra dekstrano sulfatas.

Gali bati naudojami bet kokie neutralizuojanéio agento kiekiai, kurie
funkcionuoja neutralizuodami eritrocitus atskirianCio agento teigiamus
krQvius. Paprastai neutralizuojanéio agento koncentracija priklauso nuo
naudojamos eritrocitus atskirian€io agento koncentracijos. Pageidautina, kad
neutralizuojan¢io agento bdty nuo mazdaug 0,33 % iki mazdaug 20 %
(masé/tlryje), geriau nuo mazdaug 0,34 % iki mazdaug 10 % (masé/taryje) ir
visy geriausia - nuo mazdaug 0,34 % iki mazdaug 10 % (masé/taryje).

Fig.1  pavaizduotas imunochromatografinio testavimo jtaiso
jgyvendinimo variantas pagal §j iSradima. | jtaisg 70 jeina chromatografinis

nesiklis 20. Ant chromatografinio neSiklio 70 yra numatyta kraujo meéginio

uzdéjimo vieta 30. Siame tinkamiausiame jgyvendinimo variante eritrocitus

atskiriantis agentas, ty. Merquat® 100, yra uZdéjimo vietoje 30. Greta
uzdéjimo vietos 30 yra konjugato tarpiklis 40, turintis konjugato, t.y. selenu
Zymeétos riancios medziagos ir neutralizavimo agento, t.y. dekstrano sulfato.
Toliau pasroviui yra detektavimo vieta 50, kur atlikus ‘b.andym'q pasirodys
kontrolinis tarpiklis 60, o jeigu yra analizuojamoji medziaga - testavimo
tarpiklis 70: | _

Kitame 3io iSradimo jgyvendinimo variante ant uzdéjimo vietos gali bati
uzpilama buferio, geriausia po to, kai uZdedamas méginys. Buferis padeda
palaikyti priimting skyséio slinkimo greitj per chromatografinj nesiklj. Buferiu
gali buti bet kokia medziaga, kuri gali judéti dél kapiliarinio poveikio pagal
srauto kelig, jskaitant (bet neapsiribojant) fosfatinj buferj, fosfatinj buferj su
valgomaja druska, Tris-HCI buferj, karbonatinj buferj, citratinj buferj, HEPES
(2-hidroksipiperazin-N'-2-etansulfonrigsties) buferj, MOPS (3-(N-morfolino)-
propansulfonrtigsties) buferj, MES (2-(N-morfolino)etansulfonrigsties) buferj
ir pan. Nors koncentracija ir pH gali bati bet kokie, kurie tinka norimo
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testavimo jtaisui, geriau, kai moliaringumas yra nuo mazdaug 10 mM iki
maZdaug 100 mM, o pH yra mazdaug 5-9, geriausia 6-8. Geriausia naudoti
50 mM fosfatinj buferj, pH 7,4.

Siame iSradime naudojamas skyséio tdris priklauso nuo jtaiso dydzio.
Pageidautina naudoti pakankamai skysc¢io, kad buty uZtikrintas skyscio
slinkimas jtaisu iki detektavimo vietos. Pageidautina, kad skyscio tdris baty
nuo mazdaug 25 pl iki mazdaug 100 wl, ir geriausia, kai jo yra nuo mazdaug
40 pl iki mazdaug 60 pl. Tokiu bldu, jeigu reikia, galima pridéti nuo mazdaug
10 ul iki mazdaug 40 pl, geriausia nuo mazdaug 20 ul iki mazdaug 30 pl,
buferio.

Sis iSradimas taip pat yra skirtas analites buvimo kréujo 'méginyje
nustatymo budui. Geriausia Siame blde naudoti 8io iSradimo chromatografinj
imunotestavimo jtaisg. Konkreciau kalbant, Sis bldas apima: (1) pateikimg
apibréziancio skyscCio kelig chromatografinio nesiklio, galinio palaikyti
kapiliarinj tekéj‘imq, kuriame yra kraujo meginio uzdéjimo vieta, duodanti

salytj su chromatografiniu nesikliu, detektavimo vieta ant chromatografinio

nesiklio, esanti toliau nuo uzdéjimo vietos, difuziSkai prijungta zymétoji -

medZiaga (arba konjugatas), kuri susiriSa arba konkuruoja su analite dél
prisijungimo prie detektavimo vietos, difuziSskai prijungtas eritrocitus
atskiriantis agentas plazmos arba serumo iSskyrimui i$ mineto kraujo
meginio, esantis prie$ srove nuo detektavimo vietos, ir konjugatas, prijuntas
prie chromatografinio nesiklio; (2) uzdéjimo vietos salytj su kraujo méginiu
taip, kad eritrocitus atskiriantis agentas atskiria eritrocitus nuo kraujo meéginio
plazmos arba serumo, o neutralizuojantis agentas neutralizuoja atskirian&io
agento teigiamg kravj; ir (3) analités buvimo kraujo meéginyje nustatyma.

Pageidautina, kad eritrocitus atskiriantis agentas bty teigiamg kravj
turinti medziaga, o skysCio slinkimo kelyje bity difuziskai prijungtas
neutralizuojantis agentas, kuris gali susiri$ti su minétu eritrocitus atskirianciu
agentu, ir jis baty pasroviui nuo minéto eritrocitus atskirian¢io agento ir prie$
srove nuo detektavimo vietos, tokiu bldu neutralizuojant minéto atskiriancéio
agento teigiama kravij.
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Taigi, tinkamiausiame fig.1 parodytame jgyvendinimo variante kraujo
meginys uzdedamas ant uzdéjimo vietos 30, ir eritrocitus atskiriantis agentas
atskiria eritrocitus juos agreguodamas ir leisdamas plazmai arba serumui
slinkti dél kapiliarinio poveikio chromatografiniu neSikliu 20. Neutralizuojantis
agentas, esantis konjugato tarpiklyje 40, neutralizuoja eritrocitus atskiriancio
agento poveik| jtaise 70, o konjugatas ir analité prisijungia prie konjugato,
esandio konjugato tarpiklyje 40. Prie konjugato prisijungusi analité toliau
slenka pasroviui iki detektavimo vietos 50. Jeigu yra dominanti analité,
pasirodo testavimo tarpiklis 70. Parodymui, kad testavimas vyksta teisingai,
iSrySkéja kontrolinis tarpiklis 60 nepriklausomai nuo to, ar yra dominanti
analité, ar jos néra. -

Pageidautina, kad Sio iSradimo jtaisas turéty nereaktingg dangtelj arba
jdétj. Baty geriausia, kad jdétis apimty bent jau chromatografinj neéiklj ir bty
galima iSvengti kontakto su juo ir galimo uzter§imo imant rankomis.
Dangtelyje taip pat gali biti pakelta zona greta uzdéjimo vietos tam tikro

meginio tlrio paémimui ir/arba palaikymui palengvinti. Be to, dangtelyje gali

biti raides, skaiCiaus, Zenklo, simbolio arba bet kokio jy derinio formos .

iSpjauta zona arba zonos. Siame jgyvendinimo variante i$pjauta zona arba
zonos sudaro konkreciy detektavimo viety vaizdg, o juostelé yra visiskai
uzdara. Geriau, kai gana didelé juostelés dalis yra jpakuota, nes taip
apsisaugoma nuo uzdedamo meéginio saly¢io su detektavimo Vietomis dar
jam nepraéjus per juostele.

Sio i$radimo jtaisas ir bldas gali bti naudojami bet kokioje testavimo
sistemoje, Kkurioje kraujo méginyje yra dominanti analité. Tinkamiausiy
sistemy pavyzdziais yra (bet jais neapsiribojama) hepatito C virusas (“HCV"),
hepatito A virusas (“HAV”), Zmogaus imunodeficito virusas (“ZIV"), hepatito B
pavirSinis antiklinas (“HBsAb”), hepatito B pavirSinis antigenas (“HBsAg"),
hepatito B giluminis antikiinas (“HBcAb”), hepatito B giluminis antigenas
("HBcAg”), karcinoembrioninis antigenas (“CEA”), alfa-fetoproteinas (“AFP”),
kasos véZio markeris (“CA19-9"), sifilis, tuberkuliozé, maliarija, leiSmanija ir
denge karstligé.
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Toliau duodami pavyzdZiai pladiau iliustruoja $j iSradima, bet jokiu

bddu neturi bati aiSkinami kaip ribojantys jo apimtj.
Pavyzdziai

1 pavyzdys
Polikatijony sukeltos eritrocity agergacijos ir Se-konjugato agregacijos
palyginimas

Siame iSradime eritrocity (erc) agregacija kraujyje yra pageidautina, o
seleno konjugato - nepageidautina. Buvo iSbandyti jvairls katijonai, kurie
galéty sukelti 'pakankama‘ erc agregacijg ir minimaliai agreguoty seleno
konjugata,

ZIV-1 rekombinantinio baltymo seleno konjugatas buvo pagamintas
tokiu bldu: pirmiausia buvo pagamintas seleno koloidas, veikiant 32 mM

seleno oksidg 91 mM L-askorbo rligstimi vandeniniame tirpale 72 val. 42 °C

temperatiroje. Sis seleno koloidas buvo praskiestas iki optinio tankio 30,

esant 560 nm bangos ilgiui, po to 20 minuiy kambario temperatlroje
veikiamas 40 pg/ml rekombinantinio ZIV-1 apvalkalo baltymo 30 mM Tris
buferyje, pH 7,4: Po to $is seleno koloidu Zyméto ZIV-1 baltymo konjugatas
buvo praskiestas iki optinio tankio 30, esant 550 nm bangds ilgiui, 10 mM Tris
buferiu, pH 7,4, turiniu 0,1 % kazeino, ir inkubuotas 20 minuciy kambario
temperaturoje. Téda konjugato tirpalas centrifuguotas esant 1970 x g 20
minuciy 4 °C temperatQroje, nuopilas atskirtas, o nuosédos i¥mestos. Po to ]
nuopilg pridéta viena deSimtoji jo tdrio 30 mM Tris buferio, pH 7,4, turingio 2
% kazeino. Pabaigoje Sis konjugato tirpalas buvo praskiestas iki optinio
tankio 10, esant 550 nm bangos ilgiui, 50 mM Tris buferiu, pH 7,4, turindiu 0,1
% kazeino, 2 % sacharozés ir 2 % laktozés.

Buvo pagaminti tokiy katijony 0,25 % (m/t) tirpalai: poli-L-lizino
hidrobromido, molekuliné masé (MM) 37000; poli-L-arginino hidrochlorido,
MM 12100, 42400 ir 92000; poli-L-histidino, MM 18400; heksadimetrino
bromido; poli(lizinas, alaninas) 3:1 hidrobromido, MM 35000; poli(lizinas,
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alaninas) 2:1 hidrobromido, MM 49300; poli(lizinas, alaninas) 1:1
hidrobromido, MM 41600;

poli(lizinas, triptofanas) 1:4 hidrobromido, MM 38000; (visi Sie polikatijonai
buvo gauti i§ Sigma, St. Louis, MO); poli(dialildimetilamonio chlorido), MM
10°-10° (Merquat®-100, Calgon, Pittsburgh, PA).

Siy polikatijony sugebéjimas agreguoti arba erc kraujyje, arba seleno
konjugatg buvo stebétas atskirose reakcijose, pridedant 350 pl 0,25 % jvairiy
katijony tirpalo | tokj pat tlrj arba kraujo, arba seleno konjugato. Tirpalai buvo
sumaiSomi ir laikomi kambario temperatlroje 10 minuciy, po to vizualiai
[vertinama agregacija. Rezultatai reziumuoti 1 lenteléje. Vienas pliusas (+)
rodo silpng agregacijg, 2+ rodo viduting agregacija, o 3+ ir 4+ rodo stiprig

agregacija.

1 lentele
Agregacija
Polikatijonas Molekuliné mase | Eritrocitai Se-
konjugatas
Poli-L-Lys HBr 37000 2+ 2+
Merquat®-100 10°-10° 2+ 2+
Poli-L-Arg HCI 12100 2+ 2+
Poli-L-Arg HCI 42400 2+ 2+
Poli-L-Arg HCI 92000 2+ 2+
Poli-L-His 18400 + 4+
Heksadimetrino Br + - .+
Poli(Lys,Ala) 3:1 HBr 35000 2+ 2+
Poli(Lys,Ala) 2:1 HBr 49300 + 2+
Poli(Lys,Ala) 1:1 HBr 41600 + ‘ 2+
Poli(Lys;Trp) 1:4 HBr 38000 3+ . 3+

Polikatijonas, kuris sukelia erc agregacijg (2+ arba didesne),
sukeldamas minimalig seleno konjugato agregacijg (2+ arba maZesne),
turety badti tinkamas. Polikatijonai, turintys 2+ abiejose kategorijose, atitinka
§] kriterijy. Tolimesniam darbui pasirinkta poli-L-lizino HBr ir Merquat®-100;
efektyviausias yra Merquat®-100.

2 pavyzdys

Apsisaugojimas nuo konjugato agregacijos panaudojant neutralizavimag
olianijonais
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A. Koniugato slinkimas _ir _apsisaugojimas__nuo _agregacijos
naudojant dekstrano sulfata, Naudojant poli-L-lizing kaip polikatijoninj

erc agreguojantj reagents, buvo tiriamos jvairios polianijono dekstrano
sulfato koncentracijos, norint nustatyti, ar teigiamas polikatijono krivis gali
biti neutralizuotas dekstrano sulfatu, tokiu bddu iSvengiant polikatijono
sukeltos seleno konjugato agregacijos. Dekstrano sulfatas buvo dedamas po
to, kai polikatijonas jau sukélé erc agregacija, bet prie$ polikatijono saveikg
su seleno konjugatu. Toliau apraSytame eksperimente jvertintas polikatijono ir
dekstrano sulfato poveikis | seleno konjugato agregacijg ir po to jo
sugebéjimas slinkti imunochromatografine juostele. ' ,

Buvo sUkomponuota imunochromatografiné juostelé, susidedanti i$
meéginio tarpiklio, neutralizacijos tarpiklio, konjugato tarpiklio ir detektavimo
tarpiklio. Méginio tarpiklis buvo pagamintas iSmirkant 4 mm ploéio ir 20 mm
ilgio stiklo pluosto filtrg (Lypore 9524, Lydall, Rochester, NH) vandeniniame
0,33 % poli-L-lizino hidrobromido MM 3700 (Sigma, St. Louis, MO) tirpale, po
to iSdziovinant jj vakuume.

Neutralizavimo  tarpikliai, turintys |jvairias dekstrano sulfato
koncentracijas, buvo pagaminti iSmirkant 4 mm piocio ir 13 mm ilgio filtrus,
padarytus i§ medienos ir poliesterio (Sontara 8801, Du Pont, Wilmington,
Delware) vandeniniuose tirpaluose, turin€iuose 0 %, 1,1 % 3,3 % arba 10.%
dekstrano sulfato, MM 5000 (Sigma, St. Louis, MO). ISmirkyti tarpikliai buvo
diiovinamiﬂvak,uu-rne. ,

Konjugato tarpiklis buvo pagamintas iSmirkant 4 mm plo¢io ir 4,3 mm
ilgio stiklo pluosto filtra (Lypore 9524, Lydall, Rochester, NH) seleno koloidu
Zyméto ZIV-1 rekombinantinio baltymo konjugate, pagamintame ir
praskiestame taip, kaip apraSyta 1 pavyzdyje. ISmirkytas konjugato tarpiklis
buvo dziovinamas vakuume.

Detektavimo juostelé buvo 4 mm plocio ir 40 mm ilgio nitroceliuliozinis
membraninis filtras (catalogue #H964G1, Millipore, Bedford, MA). Ant Sios
nitroceliuliozinés membranos buvo uZdétas ZIV-1 apvalkalo antigenas, imant

5 mg/ml 100 mM Tris buferyje, pH 7.4, turinCiame 1 % sacharozés,
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koncentracija, taip, kad skersai juostele pasidaryty linija, esanti mazdaug 1
cm atstumu nuo membranos galo. Sis liniuotas ruoZas buvo uZfiksuojamas
poliesterio laminatu (code # 7733, Adhesives Research Inc., Glen Rock, PA).
Juostelé padziovinama, kad antigenas prisitvirtinty prie nitroceliuliozes.
Imunochromatografinés juostelés (4 mm plocio) buvo sumontuojamos
panaudojant auk$¢iau aprasytus komponentus, uzdedant juos vieng ant kito
i8ilgai su 1 mm persiklojimais tarp atskiry daliy, imant 20 mm ilgio meginio
tarpiklj viename gale, po to dedant vieng i§ 13 mm ilgio neutralizavimo
tarpikliy, po to 4,3 mm ilgio konjugato tarpiklj ir gale 40 mm ilgio detektavimo
juostele. Sumontuota juostelé padengiama poliesterio laminatu (code # 8648,
Adhesives Research Inc., Glen Rock, PA) nuo detektavimo tarpiklio virSaus iki
10 mm atstumb nuo juostelés galo, paliekant mazdaug 10 mm nepadengto
meéginio tarpiklio. Po to ant imunochromatografiniy juosteliy, turinéiy
neutralizavimo tarpiklius su 0 %, 1,1 %, 3,3 % ir 10 % dekstraho sulfato,
meginio tarpikliq uzdedama po 80 ul plazmos. Raudono seleno konjugato

agregacija ir jo sugebejimas slinkti juostele buvo stebimas vizualiai.

Rezultatai, parodyti toliau duodamoje 2 lenteleje, parodé, kad nesant .

dekstrano sulfato, skirto polikatijony tirpalo krGviui neutralizuoti, seleno
konjugatas agreguojasi ir negali slinkti juostele. Stebima atvirkstine
priklausomybé tarp konjugato agregacijos ir slinkimo; 3,3 % arba didesnés
dekstrano sulfato koncentracijos pakanka, kad buty iévengiamla konjugato
agregacijos ir uztikrinamas slinkimas juostele.

2 lentelé
Dekstrano sulfato Konjugato agregacija | Konjugato slinkimas
koncentracija
0% ++ -
1|1 % + +/-
3,3% - +
10 % - +

B. Eritrocity agregacija_esant_dekstrano sulfatui. Norint jvertinti

dekstrano sulfato poveikj | erc agregacijg, buvo pakartotas auk$ciau

aprasytas eksperimentas meéginiu naudojant kraujg ir imant 10 % dekstrano
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sulfato turintj 4,3 mm ilgio ir 4 mm plo€io neutralizavimo tarpiklj. Sumontavus
imunochromatografing juostele taip, kaip aprasyta auk3&iau, naudojant §j
neutralizavimo tarpiklj, ant méginio tarpiklio uzdedama 80 ul neapdoroto
kraujo. Po 15 min. vizualiai stebima erc agregacija ir iSmatuojamas
i8siskyrusios plazmos sugebéjimas slinkti juostele. Erc agregavosi, buvo
sulaikyti méginio tarpiklyje ir neslinko juostele, tuo tarpu kai plazma per 15
minuciy nukeliavo juostele 33 mm. Tai rodo, kad polikatijonas meginio
tarpiklyje dar gali sukelti erc agregacijg kraujo meéginyje, o polianijono
(dekstrino sulfato) buvimas neutralizavimo tarpiklyje erc agregacijai netrukdo.

C. Apsisaugojimas__nuo__konjugato _agregacijos _panaudojant
polianijonus. Buvo tirtas kity anijony sugebejimas apsaﬁgoﬁ seleno
konjugata nuo agregacijos pagal 2A pavyzdyje apraSytg metodika. 15,5 mm
ilgio ir 4 mm plo¢io meéginio tarpiklis buvo iSmirkytas vandeniniame tirpale,
turindiame 0,26 % Merquat®-100, po to iSdZiovintas 55 °C temperatiroje.
Neutralizavimo tarpiklis nebuvo naudojamas, o vietoj to seleno konjugatas

buvo skiedziamas 10 mM Tris buferiu, pH 7,4, turinéiu 1 % kazeino, 2 %

sacharozes, 2 % laktozés ir 0 %, 1,1 % arba 3,3 % polianijoninio dekstrano -

sulfato, MM 5000 (Sigma, St. Louis, MO), arba 0 %, 0,5 %, 1 % arba 2 %
vieno i Siy polianijony (visi i§ Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI):
poli(akrilo ngéties), MM 5000; poli(natrio-4-stirensulfonato), MM 70000;
poli(vinilsulfonriigsties natrio druskos); poli(metilmetakrilo ragsties), MM
9500; poli(akrilo 4rUg§ties natrio druskos), MM 2100. Konjugato tarpikliai buvo
iSmirkomi jvairiuose seleno konjugato tirpaluose ir i§dZiovinami vakuume.
Detektavimo juostelé buvo pagaminta taip pat kaip ir 2A pavyzdyje ir
sumontuotos imunochromatografinés juostelés. ~ Ant kiekvienos
chromatografinés juostelés, turinios konjugato tarpiklius su jvairiais
polianijonais, méginio tarpiklio uzdedama po 50 ul plazmos. Raudono seleno
konjugato agregacija stebéta vizualiai. Santykinis konjugato agregacijos
laipsnis, stebimas esant jvairioms tirtyjy polianijony koncentracijoms,
parodytas 3 lenteléje.

3 lentelé

Seleno konjugato agregacija
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Polianijono koncentracija

Polianijonas 0 % 05% {1-1,1% | 2% 3,3 %
Dekstrano sulfatas ++ nt + nt -
Poli(akrilo rgstis) ++ - - - nt
Poli(Na-4-stirensulfonatas) ++ ++ ++ + nt
Poli(vinilsulfonrligstis) ++ +/- - - nt
Poli(metilmetakrilo rigstis) ++ - - - nt
Poli(akrilo rlgsties Na druska) ++ + +/- - nt

nt = netirta

Kaip ir prie$ tai apraSytame pavyzdyije, seleno konjugataé agregavosi,
jeigu nebuvo polianijono teigiamam polikatijono (reikalingo erc agreguoti,
jeigu tiriamas neapdorotas kraujas) kraviui neutralizuoti méginio tarpiklyje.
Visi konjugato tarpiklyje panaudoti polikatijonai (bent viena i§ tirtyjy jy
koncentracijy) apsaugojo nuo konjugato agregacijos. Sis eksperimentas taip
pat parodé, kad polianijonams nereikia atskiro tarpiklio, bet jie gali bdati
sudedami su seleno konjugatu konjugato tarpiklyje.
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3 pavyzdys
Dekstrano sulfato panaudojimo neutralizavimo tarpiklyje palyginimas su
panaudojimu konjugato tarpiklyje ZIV-1 antikiiny testavime

Imunochromatografinés juostelés, turinios arba neturin€ios 4 mm
plocio ir 4,3 mm ilgio stiklo pluosto (Lypore 9524, Lydall, Rochester, NH)
neutralizavimo tarpiklj, buvo pagamintos taip pat, kaip ir 2A pavyzdyje. Kai
buvo naudojamas neutralizavimo tarpiklis, jis buvo iSmirkomas vandeniniame
tirpale, turinCiame 3,3 % dekstrano sulfato, po to iSdziovinamas vakuume.
Juostelése be neutralizacijos tarpiklio seleno Kkonjugatas buvo
praskiedZiamas 10 mM Tris buferiu, pH 7,4, turindiu 1 % kazeino, 2 %
sacharozeés, 2 % laktozes ir 3,3 % dekstrano sulfato, Siame tirpale iSmirkomas
konjugato tarpiklis, po to iSdZiovinamas vakuume. Méginio tarpiklis buvo
naudotas toks pats kaip ir 2A pavyzdyije, iSskyrus tai, kad jis buvo' iSmirkytas
0,2 % Merquat®-100 vandeniniame tirpale.

Zmogaus serumas, turintis ZIV-1 antikiiny, buvo praskestas 1:2048

arba ZIV neigiamu Zmogaus krauju (skaigiuojant pagal plazmos tdrj) su 50 %

hematokrito reiksme, arba ZIV neigiama 2mogaus plazma. Buvo padaryti trys
tolimesni serijiniai 1:2 skiedimai, skiedikliu véigi naudojant arba neapdorotg
krauja, arba plazma. Ant imunochromatografiniy juosteliy, pagaminty su
dekstrano sulfatu atskirame neutralizavimo tarpiklyje, arba deksfrano sulfatu
seleno konjugato tirpale ir esanciu konjugato tarpiklyje, méginio tarpikliy
uZzdedama- po 80 pl neigiamo neapdoroto kraujo arba. praskiestos
neapdorotu krauju jvairios koncentracijos ZIV-1 teigiamy méginiy.
AStuoniasde$imt ul neigiamos plazmos arba i§ ZIV-1- teigiamos plazmos
praskiesty meginiy serijos buvo tiriama tik ant chromatografiniy juosteliy su
dekstrano sulfatu konjugato tarpiklyje. Rezultatai buvo atskaitomi praéjus 15
minuciy po méginiy uzdéjimo (4 lentelé). Teigiamas rezultatas davé raudong
spalvg ant detektavimo juostelés, kur raudonas seleno ZIV-1 antigeno
konjugato ir ZIV-1 antikiino kompleksas prisijungé prie ZIV-1 antigeno ant
juostelés liniuotosios dalies. Neigiamas rezultatas ant detektavimo juostelés
Sioje srityje spalvos nedave.
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4 lentele
Dekstrano sulfatas Dekstrano sulfatas konjugato
neutralizavimo tarpiklyje
tarpiklyje
Méginio Kraujas Kraujas Plazma
praskiedimas

1:2048 + + +

1:4096 + + +

1:8192 - + +

1:16384 nt - -
Neigiama kontrolé - - -

nt = netirta o

4 lentelés rezultatai rodo, kad ZIV-1 antikGnus galima nustatyti
neapdoroto kraujo meginyje imunochromatografinés juostelés testu,
naudojant polikatijonu Merquat®-100 eritrocitams agreguoti ir taip leidZiant
meéginiui slinkti juostele, ir naudojant polianijonu dekstrano sulfatgq kaip
neutralizuojantj agenta, apsaugantj nuo seleno konjugato agregacijoé, kurig
sukelia polikatijonai, ir taip leidZiant konjugatui susijungti ir sudaryti
kompleksg su teigiamu méginiu ir slinkti juostele iki detektavimo vietos. Buvo
parodyta, kad polianijonas yra efektyvus naudojant jj arba atskirame
neutralizavimo tarpiklyje, arba sumaiSius su seleno konjugatu konjugato
tarpiklyje. Siame teste ZIV-1 antikiiny nustatymo jautrumas buvo 2 kartus
didesnis, kai polianijonas (dekstrano sulfatas) buvo naudojamas konjugéto
tarpiklyje, lyginant su atskiru neutralizavimo tarpikliu.

Be :co. i8 4 lentelés rezultaty matyti, kad polikatijonai efektyviai
agreguoja erc kraujyje, kg rodo vienodas ZIV-1 antikiiny nustatymo
jautrumas kraujyje, kur erc turi bati agreguojami, kad meéginys slinkty
juostele, ir plazmoje, kur néra erc, trukdanciy plazmos slinkimui. Tai taip pat
rodo, kad polianijono buvimas (kaip atskirame neutralizavimo tarpiklyje, taip
ir konjugato tarpiklyje) netrukdo polikationui efektyviai agreguoti erc kraujyje.

4 pavyzdys
Merguat® ir jvairiy polianijony panaudojimas HBsAg teste
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Buvo pagamintos imunochromatografinés juostelés hepatito B
pavirSiniam antigenui (HBsAg) nustatyti neapdoroto kraujo meéginiuose. Kaip
polikatijonas eritrocitams agreguoti buvo naudotas Merquat®-100 meéginio
tarpiklyje, o jvairls polianijonai, kaip polikatijony neutralizavimo reagentai
apsisaugojimui nuo seleno konjugato agregacijos, buvo tiriami konjugato
tarpiklyje.

Buvo sukomponuotos chromatografinés juostelés, susidedancios i$
meginio tarpiklio, konjugato tarpiklio ir detektavimo juostelés. Meginio
tarpiklis buvo pagamintas iSmirkant 4 mm ploCio ir 15,5 mm ilgio stiklo
pluosto filtrg 0,26 % vandeniniame Merquat®-100 tirpale, po to iSdZiovinant jj
55 °C temperatdroje.

Seleno konjugatas buvo pagamintas naudojant 1 pavyzdyje apra$yta
seleno koloidg ir 12 ug/m! pelés monokloninj antikiing HBsAg (anti-HBs). Sis
seleno koloidu Zymétas anti-HBs konjugatas po to buvo praskiestas iki
optinio tankio 2,6, esant 550 nm bangos ilgiui, Tris buferiu, turin€iu vieng i$
8iy polianijony: 0,5 % poli(akrilo rigsties), MM 2000 (PAA-2000); 0,5 %

poli(akrilo ragsties), MM 240000 (PAA-240000); 0,5 % dekstrano sulfato; 0,8 ‘

% poli-L-asparto rugsties, MM 36300; 0,5 % karboksimetilceliuliozés, MM
90000 (CMC). Dekstrano sulfatas ir poli-L-asparto riigstis buvo i§ Sigma, St.
Louis, MO, o likusieji polianijonai - i§ Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI.

Konjugato tarpiklis buvo paruostas iSmirkant 4 mm plogio ir 4,3 mm
ilgio stiklo pluosto filtra seleno koloidu Zymétame anti-HBs konjugate,
pagamintame ir praskiestame vienu i§ auk$&iau minéty énfjbnq. ISmirkytas
konjugato tarpiklis buvo i$dZiovintas vakuume.

Detektavimo juostelé buvo 4 mm plocio ir 40 mm ilgio nitroceliuliozinis
membraninis filtras, paruoStas kaip 2 pavyzdyje, naudojant pelés
monokloninj anti-HBs, kurio koncentracija yra 3 mg/ml, kuris buvo jdétas j
nitroceliuliozing membrang taip, kad skersai juostele susidaryty linija, esanti
mazdaug 1 cm atstumu nuo membranos galo. Si liniuota zona buvo
uzfiksuojama poliesterio laminatu. Juostelé padZiovinama, kad antigenas

prisitvirtinty prie nitroceliuliozeés.



24

Imunochromatografinés juostelés buvo sumontuojamos panaudojant
auk$diau aprasytus komponentus, dedant juos vieng ant kito iSilgai su 1 mm
persiklojimais, viename gale dedant meginio tarpiklj, po to konjugato tarpiklj
ir ant galo detektavimo juostele. Po to sumontuota juostelé padengiama
poliesterio laminatu, paliekant mazdaug 10 mm nepadengto meginio
tarpiklio.

| HBsAg neigiama Zmogaus kraujg su 50 % hematokrito reikdme buvo
pridéta rekombinantinio HBsAg iki 12,5 ng/ml koncentracijos. Buvo padaryti
trys tolesni 1:2 serijiniai praskiedimai neapdorotu krauju. Ant
imunochromatografiniy juosteliy, pagaminty su |jvairiais polianijonais
konjugato tarpiklyje, méginio tarpikliy uZdedama po 50 pl neigiamo
neapdoroto kraujo arba praskiesty neapdorotu krauju jvairaus praskiedimo
laipsnio HBsAg teigiamy méginiy. Rezultatai buvo atskaitomi praéjus 15
minudiy po méginiy uzdéjimo (5 lentelé). Teigiamas rezultatas davé raudong
spalvg ant detektavimo juostelés, kur raudonas seleno anti-HBs konjugato ir

HBsAg kompleksas buvo prijungtas prie anti-HBs ant juostelés liniuotos

dalies. Neigiamas rezultatas ant detektavimo juostelés Sioje srityje spalvos .

nedavé. Raudono seleno Kkonjugato agregacija prie jéjimo | detektavimo

juostele buvo stebéta vizualiai.

5 lentelé
HBsAg koncentracija (ng/mli Konjugato -
Polianijonas || 125 | 625 | 3,13 | 1,56 0 agregacija
PAA-2000 + + + - - -
PAA-240000 | + + - - - o+
Dekstrano + + + - - -
sulfatas '
Poli-L-Asp + + + - - -
CMC : + - - - - +

Nors visi polianijonai leido nustatyti HBsAg, tie i$ jy, kurie apsaugojo
nuo konjugato agregacijos (PAA-2000, dekstrano sulfatas ir poli-L-asparto
ragstis), davé 2-4 kartus didesnj HBsAg nustatymo jautruma kraujo
meginiuose.
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AukSciau apraSytas eksperimentas buvo pakartotas, naudojant seleno
koloidu Zymeétg konjugatg, praskiesta Tris buferiu, kuriame polianijonu yra
PAA-2000, iSskyrus tai, kad ant méginio tarpiklio, praéjus vienai minutei po
kraujo meéginiy su HBsAg uZdéjimo, pridedama 25 pl 50 mM fosfatinio
buferio, pH 7,4. Rezultatai, gauti naudojant 8ig metodika, pridedant buferio
po meginio uzdeéjimo, buvo identiSki rezultatams be Sios stadijos. Taigi, Sie
testai gali bdti atliekami pridedant arba nepridedant buferio po méginio

uzdéjimo.

5 pavyzdys
Merquat® ir dekstrano sulfato panaudojimas tuberkuliozés teste

Buvo pagamintos imunochromatografinés juostelés Mycobacterium
tuberculosis antiklinui (anti-Mtb) nustatyti neapdoroto kraujo méginiuose.
Kaip polikatijonas eritrocitams agreguoti buvo naudotas Merquat®-100

meginio tarpiklyje, ir buvo tirtos jvairios dekstrano sulfato, kaip polikatijonus

neutralizuojanéio reagento, kad bity apsisaugoma nuo seleno konjugato -

agregacijos, koncentracijos konjugato tarpiklyje.

Buvo sukomponuotos chromatografinés juostelés, susidedancios i$
meéginio tarpiklio, konjugato tarpiklio ir detektavimo juostelés. Meginio
tarpiklis buvo pagamintas iSmirkant 4 mm plocio ir 15,5 mm ilgio stiklo
pluosto filtrg 0.26, % vandeniniame Merquat®-100 tirpale, po to i¥dZiovinant i
vakuume. -

Seleno konjugatas buvo pagamintas naudojant 1 pavyzdyje aprasytg
seleno koloidg, ir 3,5 pg/ml rekombinantinio Mtb antigeno’i$ E. coli. Sis seleno
koloidu Zymétas Mtb konjugatas po to buvo praskiestas iki optinio tankio 2,5,
esant 550 nm bangos ilgiui, Tris buferiu, turin&iu 0 %, 0,34 %, 1,1 % arba 3,3
% dekstrano sulfato.

Konjugato tarpiklis buvo paruostas iSmirkant 4 mm plogio ir 4,3 mm
ilgio stiklo pluodto filtrg seleno koloidu Zymétame Mtb konjugate,
pagamintame ir praskiestame vienu i§ auk3¢iau minéty koncentracijy

dekstrano tirpaly. ISmirkytas konjugato tarpiklis buvo idZiovintas vakuume.
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Detektavimo juostelé buvo 4 mm plocio ir 40 mm ilgio nitroceliuliozinis
membraninis filtras, paruostas kaip 2 pavyzdyje, naudojant rekombinantinj
Mtb antigeng, kurio koncentracija yra 0,15 mg/ml, kuris buvo jdétas |
nitroceliuliozine membrang taip, kad skersai juostele susidaryty linija, esanti
mazdaug 1 cm atstumu nuo membranos galo. Si liniucta zona buvo
uzfiksuojama poliesterio laminatu. Juostelé padZiovinama, kad antigenas
prisitvirtinty prie nitroceliuliozes.

Imunochromatografinés juostelés buvo sumontuojamos panaudojant
auksciau aprasytus komponentus, dedant juos vieng ant kito iSilgai su 1 mm
persiklojimais, viename gale dedant méginio tarpiklj, po to konjugato tarpiklij
ir ant galo detektavimo juostele. Po to sumontuota juostelé. padengiama
poliesterio laminatu, paliekant mazdaug 10 mm nepadengto meéginio
tarpiklio. _

Anti-Mtb  teigiamas serumas buvo praskiestas 1:1000 neigiamu
Zmogaus krauju su 50 % hematokrito reikSme. Buvo padaryti du tolesni 1:2

serijiniai praskiedimai neapdorotu krauju. Ant imunochromatografiniy

juosteliy, pagaminty su jvairiomis dekstrano sulfato koncentracijomis -

konjugato tarpiklyje, méginio tarpikliy uZzdedama po 50 ul neigiamo
neapdoroto kraujo arba praskiesty neapdorotu krauju jvairaus praskiedimo
laipsnio Mtb teigiamq meginiy. Rezultatai buvo atskaitomi praéjus 15 minuciy
po meginiy uzdéjimo (6 lentelé). Teigiamas rezultatas davé raudong spalvg
ant detektavimo juostelés, kur raudonas seleno Mtb konjugato ir anti-Mtb
kompleksas buVo prijungtas prie Mtb ant juostelés liniuotos dalies.
Neigiamas rezultatas ant detektavimo juostelés $ioje srityje spalvos nedaveé.
Raudono seleno konjugato agregacija prie jéjimo j detektavimo juostele buvo
stebéta vizualiai.

6 lentelé
Dekstrano Anti-Mtb praskiedimas Konjugato |
sulfatas (%) 1:100 1:200 1:400 | Neigiama | agregacija
kontrolé
0 - - - - ++
0,34 - - - - ++
1,1 + - - - +
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S IS D A N R

6 lentelés duomenys rodo, kad testas nefunkcionuoja be polianijono,
Siuo atveju dekstrano sulfato, apsauganéio konjugatg nuo agregacijos.
Stebimas atvirkstinis rySys tarp konjugato agregacijos ir testo jautrumo. Kai
dekstrano sulfato koncentracija yra 3,3 %, konjugato agregacija nevyksta ir

gaunamas didziausias anti-Mtb nustatymo jautrumas.

6 pavyzdys
Sifilio testas naudojant Merquat® ir dekstrano sulfata

Buvo pagamintos imunochromatografinés juostelés Treponema
pallidum antiktnui (anti-TP) nustatyti neapdoroto kraujo meginiuose. Lyginant
detektavimo jautrumag kraujyje ir plazmoje, reikia nustatyti, ar polikatijonai
efektyviai agregavo erc, kad jie netrukdyty nustatymui ir nesumazinty testo

jautrumo. Kaip polikatijonas erc agreguoti buvo naudotas Merquat®-100

meginio tarpiklyje, o konjugato tarpiklyje buvo naudotas polianijonas -

dekstrano sulfatas, kaip polikatijonus neutralizuojantis reagentas, kad bty
apsisaugoma nuo seleno konjugato agregacijos.

Buvo sukomponuotos chromatografinés juostelés, susidedanéios iS
meéginio tarpiklio, konjugato tarpiklio ir detektavimo juostelés. Méginio
tarpiklis buvo pagamintas i$mirkant 4 mm ploc¢io ir 15,5. mm ilgio stiklo
pluosto filtra 0,2 % vandeniniame Merquat®-100 tirpale, po to isdZiovinant jj
55 °C temperatiroje.

Seleno konjugatas buvo pagamintas naudojant 1' pavyzdyje aprasytg
seleno koloidg ir 7,5 pg/ml Treponema pallidum lizato (TP). Sis seleno
koloidu Zymétas TP konjugatas po to buvo praskiestas iki optinio tankio 2,8,
esant 550 nm bangos ilgiui, Tris buferiu, turinciu 3,3 % dekstrano sulfato.

Konjugato tarpiklis buvo paruoStas iSmirkant 4 mm plogio ir 4,3 mm
ilgio stiklo pluosto filtrg aukSciau pagamintame seleno koloidu 2ymétame TP
konjugate. ISmirkytas konjugato tarpiklis buvo i$dziovintas vakuume.
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Detektavimo juostelé buvo 4 mm plo¢io ir 40 mm ilgio nitroceliuliozinis
membraninis filtras, paruoStas kaip 2 pavyzdyje, naudojant 44 pg/mi
koncentracijos Treponema pallidum lizata, kuris buvo jdétas | nitroceliuliozing
membrang taip, kad skersai juostele susidaryty linija, esanti mazdaug 1 cm
atstumu nuo membranos galo. Si liniuota zona buvo uZfiksuojama poliesterio
laminatu. Juostelé padZiovinama, kad TP lizatas prisitvitinty prie
nitroceliuliozes. |

Imunochromatografinés juostelés buvo sumontuojamos panaudojant
auksCiau apraSytus komponentus, dedant juos vieng ant kito iSilgai su 1 mm
persiklojimais, viename gale dedant méginio tarpiklj, po to konjugato tarpikl;j
ir ant galo detektavimo juostele. Po to sumontuota juostelé. padengiama
poliesterio laminatu, paliekant mazdaug 10 mm nepadengto méginio
tarpiklio. _

Anti-TP teigiamas Zmogaus serumas buvo praskiestas 1:10,8 arba
neigiamu Zmogaus krauju su 50 % hematokrito reikdme, arba neigiama

Zmogaus plazma. Buvo padaryti keturi tolesni 1:2 serijiniai praskiedimai,

skiedikliu velgi naudojant arba neapdorota krauja, arba plazmg. Ant -

imunochromatografiniy juosteliy meéginio tarpikliy uZdedama po 60 pl
neigiamo neapdoroto kraujo arba plazmos, arba praskiesty neapdorotu
krauju arba plazma [vairaus praskiedimo laipsnio anti-TP. teigiamy méginiy.
Rezultatai buvo atskaitomi praéjus 15 minuciy po meginiy uzdéjimo (7
lentele). Teigiamés rezultatas davé raudong spalvg ant detektavimo juostelés,
kur raudonas seleno TP konjugato ir anti-TP kompleksas buvo prijungtas prie
TP lizato ant juostelés liniuotos dalies. Neigiamas rezultatas ant detektavimo
juostelés Sioje srityje spalvos nedavé.

7 lenteléje parodyta, kad anti-TP detektavimo jautrumas buvo toks
pats ir kraujyje ir plazmoje, o tai reidkia, kad polikatijonas (Merquat®-100)
efektyviai agregavo erc kraujyje.

7 lentele

Anti-TP meéginio praskiedimas Kraujas Plazma

1:10,8 + +
1:21,6 + +
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1:43,2 +
1:86,4 +
1:172,8 - -

Neigiama kontrolé - -

Visos ¢&ia pacituotos publikacijos, patentai ir patentinés paraiSkos yra
pridedamos kaip literatGros S$altiniai pilnoje apimtyje, lyg kad atskiras
dokumentas buty atskirai ir konkreciai nurodytas kaip jtrauktas j nuorodas ir
duotas pilnumoije.

Nors 8is i8radimas buvo apraSytas pabrézZiant tinkamiausius jo
jgyvendinimo variantus, specialistams bus aiSku, kad  tinkamiausi
jgyvendinimo variantai gali bGti kei¢iami. Turima galvoje, kad iSradimas gali
buti naudojamas ir kitaip nei €ia konkreiai nurodyta. Tokiu budu, S3is
iSradimas apima visas modifikacijas, kurios patenka | $io iSradimo sfera,

iSdéstytg apraSyme ir toliau duodamoje apibréztyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Chromatografinio testavimo jtaisas analités nustatymui kraujo
meéginyje, besiskiriantis tuo, kad jis susideda is:

skyscio slinkimo kelig apibrézianc¢io chromatografinio nesiklio, galincio
palaikyti kapiliarinj tekéjima;

minéto kraujo meéginio uZdéjimo vietos skysCio kelyje, duodancios
salytj su minétu chromatografiniu nesikliu,

- detektavimo vietos ant minéto chromatografinio nesiklio, esancios

toliau nuo minétos uzdéjimo vietos, -

difuziékéi prijungtos zymeétosios medziagos, esancios pasroviui nuo
minétos uzdéjimo vietos,

difuziS8kai prijungto eritrocitus atskirianCio agento plazfnos arba
serumo iéskyrimui i8 minéto kraujo meéginio, esancio prie$ srove nuo minétos

detektavimo vietos, ir

difuziSkai prijungto neutralizuojan€io agento, esancio pasroviui nuo .

minéto prijungto atskirian¢io agento ir prie§ srove nuo minétos detektavimo
vietos.

2. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad jis yra imunotestavimo jtaisas. |

3. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad minétas eritrocitus atskiriantis agentas yra prijungtas minéto
kraujo méginio uzdéjimo vietoje.

4. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad minétas eritrocitus atskiriantis agentas yra teigiamag krivj
turinti medziaga.

5. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 4 punktg, besiskiria
n-tis tuo, kad minéta teigiamg krdvj turinti medZiaga yra polikatijonas,
pasirinktas i$ grupés, susidedancios i§ poli-L-lizino hidrobromido, poli-L-
arginino  hidrochlorido,  poli-L-histidino,  poli(lizinas, alaninas) 3:1

121



31

hidrobromido, poli(lizinas, alaninas) 2:1 hidrobromido, poli(lizinas, alaninas)
1:1 hidrobromido,
poli(lizinas, triptofanas) 1:4 hidrobromido ir poli(dialildimetilamonio chlorido).

6. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 4 punktg, besiskiria
n -ti s tuo, kad minéta teigiamg krovj turinti medZiaga yra
poli(dialildimetilamonio chloridas).

7. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad minétas neutralizuojantis agentas yra neigiama kravj turinti
medZziaga.

8. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 7 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad minéta neigiamg krdvj turinti medziaga yral polianijonas,
pasirinktas iS5 dekstrano sulfato, poli(akrilo rhgsties), poli(natrio-4-
stirensulfonato), poli(vinilsulfonrigsties), poli(metilmetakrilo ragsties), poli-L-
asparto rugsties ir karboksimetilceliuliozés.

9. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 7 punkta, besiskiria
n-tis tuo, kad minéta neigiama krivj turinti medziaga yra dekstrano
suifatas.

10. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punkta, besisk
i-riantis tuo, kad minétas neutralizuojantis agentas yra difuziskai
prijungtas prie chromatografinio nesiklio toje pagioje vietoje kaip ir mineta
Zymétoji medziaga. '

11. Chromatografinio testavimo jtaisas pagal 1 punktg, besisk
i-riantis tuo, kad minéta Zymétoji medziaga yra selenu Zzyméta
medziaga.

12. Analités buvimo kraujo meéginyje nustatymo bidas, besiskiri
an-tis tuo, kad jis susideda i $iy stadijy:

skyscio slinkimo kelig apibréziancio chromatografinio nesiklio, galingio
palaikyti kapiliarinj tekéjima, kuriame yra i$déstyta (a) minéto kraujo méginio
uzdéjimo vieta skyséio kelyje, duodanti salytj su minétu chromatografiniu
nedikliu, (b) detektavimo vieta ant minéto chromatografinio nesiklio, esanti
toliau nuo minétos uzdéjimo vietos, (c) Zymétoji medziaga, esanti pasroviui

nuo minétos uzdeéjimo vietos, (d) difuzidkai prijungtas eritrocitus atskiriantis
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agentas plazmos arba serumo iSskyrimui i§ minéto kraujo meginio, esantis
prie§ srove nuo minétos detektavimo vietos, ir (e) difuziskai prijungtas
neutralizuojantis agentas, esantis pasroviui nuo minéto prijungto atskiriancio
agento ir pries srove nuo minétos detektavimo vietos, pateikimo;

minétos uzdeéjimo vietos saly¢io su minétu kraujo meginiu; ir

analites buvimo nustatymo minétame kraujo meéginyje.

13. Bldas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
Zymétoji medziaga yra selenu zyméta medziaga.

14. Budas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéetas
neutralizuojantis agentas yra difuziS8kai prijungtas prie chromatografinio
nesiklio toje pacioje vietoje kaip ir minéta Zymétoji medZiaga. -

15. Bldas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas
eritrocitus atskiriantis agentas yra teigiama kravj turinti medziaga.

16. Bldas pagal 15 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta
teigiamg kravj turinti medZiaga yra polikatijonas, pasirinktas i§ grupés,

susidedancios i$§ poli-L-lizino hidrobromido, poli-L-arginino hidrochlorido,

poli-L-histidino, poli(lizinas, alaninas) 3:1 hidrobromido, poli(lizinas, alaninas) -

2:1 hidrobromido, poli(lizinas, alaninas) 1:1 hidrobromido, poli(lizinas,
triptofanas) 1:4 hidrobromido ir poli(dialildimetilamonio chlorido).

17. Budas pagal 12 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas
neutralizuojantis agentas yra neigiama kravj turinti medZiaga.

18. BUdas},pagal 17 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta
neigiamg Kruvj turinti medziaga yra polianijonas, pasirinktas i§ dekstrano
sulfato, poli(akrilo rlgsties), poli(natrio-4-stirensulfonato),
poli(vinilsulfonrtigsties), poli(metiimetakrilo rlgsties), poli-L-asparto rugsties ir
karboksimetilceliuliozés.
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