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Tiivistelmé - Sammandrag

Esilld olevassa keksinndssi paljastetaan menetelmid ja vili-
nesarjoja yhden tai usempien analyyttien pitoisuuden méa-
rittimiseksi nestemaisestd ndytteestd kayttden kiintealle
tukiaineelle immobilisoituja sieppausaineita ja sidonta-ai-
neita analyyttien sitomiseen, joissa sidonta-aineissa on hin-
taryhmid, jotka kykenevit sitoutumaan vastaavaan siep-
pausaineeseen. Sieppausaineet ja sidonta-aineet ovat edul-
lisesti komplementaarisia oligonukleotideja ja sieppausai-
neet on immobilisoitu mikropisteiden muotoon. Hantiryh-
mien ja sieppausaineiden kiyttd voi tehdd mahdolliseksi
analyyttien sitomisen sidonta-aineisiin tapahtuvan liuokses-
sa eikd pinnalla, miké parantaa tihdn prosessiin liittyvai ki-
netitkkaa. Lisdksi médantyksen kiyttaja vol radtiloida mitka
tahansa sopivat sidonta-aineet kiytettiviiksi yhdessa yleis-
pitevan tukiaineen kanssa kiinnittimillad nithin hantaryh-
mid.
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Den foreliggande uppfinningen avsldjer metoder och red-
skap for att faststilla koncentrationen av en eller flera ana-
Iyter 1 ett flytande prov genom att anvidnda snappamnen,
som dr immobiliserade 1 ett solid stéddmne, och bindnings-
dmnen for att binda analyterna, vilka bindningsamnen har
svansgrupper, som binder sig till det motsvarande snap-
pamnet. Snappimnena och bindningsimnena ar fordelaktigt
komplementara oligonukleotider och snappimnena ar im-
mobiliserade i form av mikropunkter. Anvindningen av
svansgrupper och snappimnen kan mojliggéra att forbind-
ningen av analyterna till bindningsdmnena sker i 16sning
och inte pa ytan, vilket forbittrar kinetiken i samband med
denna process. Ytterligare kan anvindaren av bestimnings-
metoden skriddarsy vilka limpliga bindningsdamnen som
helst for att anvindas med ett allmingiltigt stoddmne ge-
nom att fasta svansgrupper till dem.
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Sidontaméiritys, jossa kiiytetdidn hintiryhmii sisiltidvii sidonta-aineita -
Bindningsbestimmning dér bindningsimnen med svans-grupper anviinds

Keksinnén ala

Esilld oleva keksinto koskee sidontamédrityksid, joissa kiytetddn hantaryhmid
sisdltavid sidonta-aineita ja erityisesti sidonta-aineita, joissa on oligonukleo-tidihén-
taryhmid. Nama sidontamédritykset ovat hyodyllisid analyyttien pitoisuuden
médrittimisessd nestendytteistd.

Keksinnon tausta

On tunnettua mitata analyytin, kuten laskkeen tai hormonin pitoisuus nestemaisestd
néytteesti saattamalla nestemiinen ndyte kosketukseen sidonta-aineen kanssa, joka
on immobilisoitu kiinteélle tukiaineelle, jossa sidonta-aineessa on analyytille spesi-
fisid sidontakohtia, erottamalla sidonta-aine, johon analyytti on sidottu ja mittaa-
malla arvo, joka edustaa sidonta-aineen sidontakohtien siti jaetta, joka on analyy-
tin haltuunottama. Tyypillisesti analyytin pitoisuus nestemédisessd ndytteessd voi-
daan sitten maérata vertaamalla arvoa, joka edustaa analyytin haltuunsaottamien
sidontakohtien jaetta, arvoihin, jotka on saatu sarjasta standardiliuoksia, jotka sisil-
tavit tunnetut pitoisuudet analyyttid.

Aikaisemmin haltuunotettujen sidontakohtien jakeen mittaaminen on tavallisesti
suoritettu takaisintitraamalla merkitylld kehitysreagenssilla kidyttden joko niinkutsut-
tua kilpailevaa tai ei-kilpailevaa menetelmaa.

Kilpailevassa menetelmassi sidonta-aine, johon analyytti on sidottu, titrataan ta-
kaisin joko samanaikaisesti tai perdkkiin merkitylld kehitysaineella, joka on tyypil-
lisesti analyytin merkitty versio tai anti-idiotyyppinen vasta-aine, joka kykenee
tunnistamaan sidonta-aineen tyhjit sidontakohdat. Kehitysaineen voidaan sanoa
kilpailevan sidonta-aineen sidontakohdista analyytin kanssa, jonka pitoisuutta par-
haillaan mitataan. Sidontakohtien jae, jonka merkitty analyytti ottaa haltuunsa, voi-
daan sitten suhteuttaa analyytin pitoisuuteen edelld kuvatulla tavalla.

Ei-kilpailevassa menetelmissé sidonta-aine, johon analyytti on sidottu, titrataan
takaisin merkitylld kehitysaineella, joka kykenee sitoutumaan joko sidottuun ana-
lyyttiin tai sidonta-aineessa oleviin haltuunotettuihin sidontakohtiin. Analyytin
haltuunsa ottamien sidontakohtien jae voidaan sitten mitata toteamalla merkityn
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kehitysaineen ldsnéolo ja aivan kuten kilpailevissa médrityksissd, suhteuttaa se
nestemaiisessi ndytteessi olevan analyytin pitoisuuteen edelld kuvatulla tavalla.

Seki kilpailevassa etti ei-kilpailevassa menetelméssi kehitysaine merkitdin merk-

5 kiaineella, jota kehitysaine olisi mahdollista todeta. Aikaisemmin on kaytetty lukui-
sia eri merkkiaineita, esimerkiksi radioaktiivisia isotooppeja, entsyymejd, kemilumi-
noivia merkkiaineita ja fluoresoivia merkkiaineita.

Immuunimédritysten alalla kilpailevat midritykset on yleensd suoritettu suunnittelu-

10  periaatteiden mukaisesti, jotka Berson ja Yalow ovat ilmaisseet esimerkiksi teok-
sessa "Methods in Investigative and Diagnostic Endocrinology" (1973), sivut 111 -
116. Barson ja Yalow arvelivat, ettd kilpailevien immuunimaéritysten suorituksessa
maksimiherkkyys saavutetaan kun kaytetd4n sidonta-aineen miérad, joka sitoo
suunnilleen 30 - 50 % todettavasta analyytin pienestd pitoisuudesta. Ei-kilpailevissa

15  immuuniméirityksissd maksimiherkkyys arvellaan yleensi saavutettavan
kayttamalld riittdvisti sidonta-ainetta nesteméisessi ndytteessd olevan analyytin
sitomiseksi ldhes 100 %:sesti. Kuitenkin molemmissa néissé tapauksissa immuun-
imédritykset, jotka on suunniteltu ndiden laajasti hyviksyttyjen ohjeiden mukaisesti,
vaativat, ettd ndytteen tilavuus tunnetaan ja ettd kdytetyn sidonta-aineen mééira

20 tunnetaan tarkasti tai sen tiedetdén olevan vakio.

Kansainvilisessd patenttihakemuksessa WO 84/01031 paljastettiin, ettd analyytin
pitoisuus nestemaisessd nidytteessd voidaan mitata saattamalla nesteméinen niyte
kosketukseen pienen mééiran kanssa sidonta-ainetta, jonka sidontakohdat ovat spesi-

25 fisid analyytille. Tdssd "ympéréivin analyytin" menetelméssi edellyttien, ettd
sidonta-aineen mééré on riittdvén pieni, jotta silld olisi vain merkitykseton vaikutus
nestemdisessd niytteessd olevan analyytin pitoisuuteen, havaitaan ettd analyytin
haltuunsa ottamien sidonta-aineen sidontakohtien jae on tehokkaasti riippumaton
ndytteen tilavuudesta.

30
Tata ldhestysmistapaa on edelleen jalostettu patentissa EP 304 202, jossa paljaste-
taan, ettd kehityksen herkkyytti ja helppoutta patenttihakemuksen WO 84/01031
maédrityksissd parannetaan kayttamalla sidonta-ainetta alle 0,1 V/K moolin méira
sijoitettuna pienelle alueelle (tai "mikropisteelle") kiintedd tukiainetta, jossa lau-

35 sekkeessa V on ndytteen tilavuus ja K on sidonta-aineen affiniteettivakio analyytin
suhteen. Kummassakin néisté kirjallisuusviitteistd analyytin haltuunsa ottamat
sidontakohdat mitataan kayttden joko kilpailevaa tai ei-kilpailevaa tekniikkaa, joita
kuvattiin edell4.

»»»
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Keksinnon yhteenveto

On olemassa jatkuva tarve kehittdd sidontamadrityksid, joilla on parannettu ki-
netiikka, jotta olisi mahdollista suorittaa méirityksid nopeammin ja helpommin.
Lisiksi olisi toivottavaa aikaansaada sidontamidritys, jota méarityksen kayttdjd voi
helposti radtdloida erilaisten analyyttiryhmien toteamiseen.

Niin ollen ensimmaisessi kohdassaan esilld oleva keksinto saa aikaan
patenttivaatimuksen 1 mukaisen menetelmin analyyttien pitoisuuksien
madrittimiseksi nestemiisestd néytteestd, jossa menetelméssa:

immobilisoidaan useita sieppausaineita kiinteélle tukiaineelle, kunkin
sieppausaineen kyetessi sitomaan spesifisesti annetun sidonta-aineen;

saatetaan nestemdinen niyte kosketukseen yhden tai useampien sidonta-aineiden
kanssa, kunkin sidonta-aineen siséltdessd sidontakohtia, jotka ovat spesifisid anne-
tulle analyytille niin, ettd analyytti ottaa haltuunsa tietyn jakeen sidontakohdista, ja
héntdryhmin, joka on sovitettu sitoutumaan vastaavaan sieppausaineeseen;

saatetaan nestemdinen niyte joko samanaikaisesti tai peridkkiin edellisen vaiheen
kanssa kosketukseen immobilisoitujen sieppausaineiden kanssa niin, ettd sidonta-

aineet sitoutuvat niitd vastaaviin sieppausaineisiin; ja

médritetddn analyytin haltuunsa ottamien sidonta-aineen sidontakohtien jae
analyytin pitoisuuden mé4rittimiseksi nestemiisestd naytteestd.

Niin ollen esilld oleva keksint kohdistuu méaritykseen, jossa analyyttien sitominen
tapahtuu nestefaasissa eikd kiinte4n alustan pinnalla. Tdma parantaa analyytin ja
sidonta-aineen vilisen reaktion kinetiikkaa.

Niin ollen erddssd toteutusmuodossa nestemdisen ndytteen saattaminen kosketuk-
seen sidonta- ja sieppausaineiden kanssa samanaikaisesti tekee mahdolliseksi mazri-
tyksen suorittamisen yhdesséd vaiheessa esim. kédyttden yhtéd ainoaa reaktioastiaa.
Vaihtoehtoisesti kosketukseen saattaminen peridkkiin sidonta-aineen ja sieppausai-
neen kanssa voi olla edullista erityisesti, kun neste on seerumia tai verta ja eri-spe-
sifinen sitoutuminen on tidrked virheldhde. Niissi tapauksissa sidonta-aine voidaan
ensin saattaa kosketukseen nestemiisen nidytteen kanssa ensimmaisessd astiassa ja
siirtdd ndyte sitten toiseen astiaan, jotta sieppausaineen olisi mahdollista sitoa sidon-
ta-aine kiintedén tukiaineeseen.
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4

Toisessa kohdassaan esilld oleva keksinto kohdistuu patenttivaatimuksen 15
mukaiseen menetelmidn useiden sidonta-aineiden immobilisoimiseksi tukiaineelle,
kunkin sidonta-aineen sisiltdessa sidontakohtia, jotka ovat spesifisid annetulle
analyytille, ja hantiryhmin, joka on sovitettu sitoutumaan sieppausaineeseen, jossa

menetelmassi:

immobilisoidaan yksi tai useampia sieppausaineita tukiaineelle, kunkin sieppa-
usaineen kyetessa sitoutumaan annetun sidonta-aineen hintiryhméén ja

saatetaan sidonta-aineet kosketukseen tukiaineen kanssa, jonka pinnalle sieppa-
usaineet on immobilisoitu niin, ettd sidonta-aineet sitoutuvat spesifisesti niitid vas-
taaviin sieppausaineisiin niiden hintaryhmien vilityksella.

Edelld esitetty menetelmi voi liséksi sisiltdd vaiheen, jossa kiinnitetdén hintiryhmat
sidonta-aineisiin ennen niiden altistamista tukiaineille immobilisoiduille sieppaus-
aineille.

Niin ollen médrityksen kayttdjille on mahdollista radtiloidi sidonta-aineita kaytet-
tdviksi analyyttien eri ryhmien pitoisuuksien madrittimisessd ja kiyttden radtaloityja
sidonta-aineita yhdessi yleispitevan tukiaineen kanssa, jonka pinnalle on im-
mobilisoitu sieppausaineita, joihin sidonta-aineet voivat yksilollisesti sitoutua hinta-
ryhmiensé avulla.

Keksinnon tdssd kohdassa médritys suoritetaan saattamalla tukiaine alttiiksi neste-
mdiselle ndytteelle sen jilkeen, kun sidonta-aineet ovat sitoutuneet sieppausainei-
siin.

Kummassakin kohdassa esilld oleva keksint6 saa aikaan méidrityksen, jossa sidonta-
aine liitetddn epdsuorasti sieppausaineeseen, joka on immobilisoitu alustalle, hinti-
ryhmén kautta.

Sieppausaine on edullisesti oligonukleotidisarja, joka voi risteytyd taydentiviksi
sarjaksi, joka sisiltdd sidonta-aineen hidntdryhmén. Oligonukleotidit, jotka toimivat
sieppausaineena tai sidonta-aineen hénténa, ovat riittdvin pitkid aikaansaadakseen
voimakkaan ja spesifisen risteytymisen madrityksessd kdytetyissd ankaruusolosuh-
teissa. Tyypillisesti kdytetdin tdydentdvid oligonukleotideja, joiden pituus on
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vihintdédn noin 8 tai 9 nukleotidia. Edullisessa toteutusmuodossa oligonukleotidien
pituus on edullisesti 8 - 30 emaistd, edullisemmin 16 - 20 eméstd. Hyvin pitkien
polynukleotidien kaytto ei kuitenkaan ole edullista, koska nimai voivat johtaa erilais-
ten sieppausaineiden sitomisspesifisyyden huononemiseen tai itseristeytymiin,
joissa muodostuu hiusneulasilmukoita (kaksoiskierteisid alueita). Alaan perehtyneet
voivat kuitenkin helposti médrittdd oligonukleotidin sopivan pituuden ja jarjestyksen
sarjalle madritysolosuhteita.

Sidonta-aine on sopivasti vasta-aine, jossa on analyytille spesifisid sidontakohtia.
Tésté johtuen kun tukiaineella oleva sieppausaine saatetaan alttiiksi nestefaasissa
olevalle sidonta-aineelle, sidonta-aine sitoutuu kiinte4in tukiaineeseen. Vaihtoehtoi-
sesti kun analyytti on nukleiinihapposarja, sidonta-aine voi olla oligonukieotidi.
Niin ollen tissd toteutusmuodossa sidonta-aineessa on ensimmaiinen sarja, joka
kykenee risteytymiin analyyttiin, ja toinen sarja, joka toimii hantiryhméana.

On edullista kdyttdd pientd méardd sidonta-ainetta patenttihakemuksessa WO
84/01031 tai patentissa EP 304 202 paljastettujen méaéritysten mukaisesti, joten
nestemadisen néytteen tilavuutta ei tarvitse tuntea. Néin ollen sidonta-aineen méérén
tulisi olla riittdvén pieni niin, etti se ei vaikuta merkittavisti analyytin ympéaréividin
pitoisuuteen nestemdisessi niytteessd. Tyypillisesti on edullista kdyttdd sidonta-
ainetta madard, joka sitoo alle 5 % analyytistd. Kuitenkin sidonta-aineen pienemmaén
maéérdn, esim. sellaisen, joka sitoo 1 tai 2 % analyytisté, vdhentdd edelleen analyy-
tin ympérdiville pitoisuudelle aiheutettua héirioti ja auttaa minimoimaan virheen
analyytin pitoisuuden méiérittimisessa.

Kun médritys suoritetaan patentin EP 304 202 mukaisesti kdyttden alle 0,1 V/K
moolia sidonta-ainetta, affiniteettivakio (K) analyytin sitomiselle sidonta-aineeseen
mitataan normaalikdytinnon mukaan. T4mi tarkoittaa, ettd affiniteettivakion arvo,
jota kaytetdan madritettdessd kuinka suuri mééré sidonta-ainetta muodostaa 0,1 V/K
moolia on arvo, joka saadaan olosuhteissa (esim. reagenssit, termostointiaika, pH,
lampétila jne), joita madrityksessa kaytetaan.

Kutakin sieppausainetta kiytetidn edullisesti yliméarin oleellisesti kaiken sidonta-
aineen sitomiseksi. Tdma maksimoi méérityksen herkkyyden ja varmistaa, ettd kun
kaytetty sidonta-aineen méaéré on tiedettivi tai sen tiedetdén olevan vakio, mééri-
tyksen kiyttdjd voi luottaa sithen, ettéd oleellisesti kaikki méérityksessi kiytetty
sidonta-aine sitoutuu sen tukiaineella olevaan sieppausaineeseen.
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6

Sieppausaineen molekyylit immobilisoidaan edullisesti tukiaineelle erillisiin kohtiin,
esim. mikropisteisiin. Tdma tekee mahdolliseksi useiden eri analyyttien samanai-
kaisen médrittamisen kiyttien useita eri sieppausaineita sarjassa tukiaineen kohtia.
Kun sieppausaineet immobilisoidaan mikropisteiksi, maarityksen herkkyytti voi-
daan parantaa immobilisoimalla sieppausaine erittdin tihedén, mikd parantaa sig-
naalin ja taustamelun vilistd suhdetta (kts. esiemrkiksi ratkaisematon patenttihake-
mus PCT/GB94/-02814). Olettaen niytetilavuuksien olevan luokkaa 0,1 - 1,0 ml
mikropisteiden pinta-ala on edullisesti alle 1 mm” ja sidonta-aineen lopullinen pin-
tatiheys vililla 1000 - 100 000 molekyylia/pum’.

Vaihtoehtoisesti annettua sieppausainetta voidaan immobilisoida tukiaineelle usei-
siin kohtiin niin, ettd sarja analyytin pitoisuusmittauksia voidaan tehdd samanaikai-
sesti.

Edullisesti analyytin haltuunsa ottama sidontakohtien jae todetaan kéyttéen kehi-
tysaineita kilpailevassa ja/tai ei-kilpailevassa menetelmissa edella kuvatulla tavalla.
Kehitysaineet kykenevit sitoutumaan sidonta-aineen haltuunotettuihin tai -ottamat-
tomiin sidontakohtiin tai sidottuun analyyttiin ja ovat merkittyja, jotta sidottu kehi-
tysaine olisi mahdollista todeta. Kehitysaineet ovat edullisesti merkittyjé vasta-
aineita.

Merkintdaineet voivat olla radioaktiivisia isotooppeja, entsyymejd, kemiluminoivia
merkintéaineita tai fluoresoivia merkintdaineita. Fluoresoivien virimerkintiaineiden
kiytto on erityisen edullista, koska fluoresoivat viriaineet voidaan valita aikaansaa-
maan asianmukaisen viérialueen (viritys- ja emissioaallonpituus) fluoresenssia to-
teamista varten. Fluoresoivia viriaineita ovat kumariini, fluoreseiini, rodamiini ja
Texas-punainen. Fluoresoivia vériainemolekyylejé, joilla on pitkit fluoresointijak-
sot, voidaan kayttad, mika tekee mahdolliseksi kayttds aika-analysoitua fluoresens-
sia fluoresenssisignaalin voimakkuuden mittaamiseen sen jilkeen, kun taustafluore-
senssi on sammunut. Lateksimikropalloja, jotka sisaltivit fluoresoivia tai muita
merkintiaineita tai joiden pinnalla niitd on , voidaan myos kédyttia tissd yhteydessé.
Merkintdaineista tulevat signaalit voidaan mitata kdyttden samapolttopisteista laser-
pyyhkéisymikroskooppia.

Vaihtoehtoisesti muita erittdin spesifisen aktiivisuuden omaavia merkkiaineita,
kuten kemiluminoivia merkkiaineita voidaan kéyttad. Kemiluminoivien merkkiai-
neiden kyseessi ollen sidonta-aineen tai kehitysaineen merkitsemiseen kaytetyista
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7

eri kemiluminoivista merkkiaineista saatavat signaalit voidaan todeta samanaikai-
sesti kdyttden esimerkiksi varauskytkettyé laitetta (CCD).

Sidonta-aine (tai osa siitd) voidaan sopivasti merkata esim. fluoroforilla. Patentissa
EP 271 974 esitetyn menetelmén mukaisesti timi tarkoittaa, ettd méarityksen
kiyttdjin ei tarvitse tietdd sidonta-aineen maaraa tai tietdd, ettd se on vakio. Tami
johtuu siitd, ettd sidonta-aineesta saatujen signaalien ja sen signaalin suhde, joka
osoittaa analyytin haltuunsa ottamaa sidonta-aineen sidontakohtien jaetta, riippuu
analyytin haltuunsa ottamasta sidonta-aineen kohtien jakeesta, mutta on riippumaton
lasnd olevan sidonta-aineen kokonaisméaarista.

Vaihtoehtoisesti, jos mairityksen kdyttdja tietdd ndytteen tilavuuden, suurempaa
maéiria sidonta-ainetta voidaan kéyttida niin, ettd maéritys ei toimi ympér6ivén ana-
lyytin olosuhteissa. Tdmé tekee mahdolliseksi méérittad analyytin pitoisuus kiyttien
yhtd merkkiainetta kehitysaineessa ja joko tietimalld, ettd sidonta-aineen mééird on
vakio tai merkkaamalla se toisella merkintdaineella niin, ettd maéri on tunnettu.

Tamén lihestymistavan muunnelmassa (kuvattu ratkaisemattomassa patenttihake-
muksessa PCT/GB94/02813) voidaan kayttdd kahta merkattua kehitysainetta,
ensimmiisti, joka kykenee spesifisesti sitoutumaan sidonta-aineen haltuunottamat-
tomiin sidontakohtiin, ja toista, joka kykenee sitoutumaan haltuunotettuihin sidon-
takohtiin tai sidottuun analyyttiin. Ndin ollen kummasta tahansa merkintaaineesta
tuleva signaali edustaa analyytin haltuunsa ottamaa sidontakohtien jaetta, kun taas
signaalien summa edustaa kdytetyn sidonta-aineen kokonaisméaéria.

Télla menetelmilld voidaan myos vilttda tarve tietdd, ettd kaytetddn vakiomadrad
sidonta-ainetta, koska muutokset imobilisoidun sidonta-aineen méaarassi voidaan
helposti korjata. Niisséd olosuhteissa nédytteen tilavuuden v on joko oltava tunnettu
tai vakio. Tdmi voidaan nihdi seuraavasta kaavasta, joka esittidd kuinka kahdesta
merkatusta kehitysaineesta saadut signaalit suhtautuvat niytteessd olevan analyytin
pitoisuuteen.

Annettakoon sen signaalin, jota se merkkiaine emittoi, jolla sidonta-aineen
haltuunotettuihin sidontakohtiin suuntautunut kehitysaine on merkitty, olla merkitty
symbolilla S,

ja sen signaalin, jota se merkkiaine emittoi, jolla sidonta-aineen haltuunottamat-
tomiin sidontakohtiin suuntautunut kehitysaine on merkitty, olla merkitty symbolilla
S..
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ja annettakoon vakioiden, jotka suhteuttavat vastaavat signaalit haltuunotettuihin ja -
ottamattomiin kohtiin, olla samassa jirjestyksessi €,

g, ja K =tehollinen tasapainovakio, joka kattaa analyytin ja sidonta-aineen vilisen
reaktion.

Télloin jos analyytin pitoisuus nédytteessd on annettu symbolilla Y,

Y = (So/e,)[en/(KSy) + 1/V]

Olettaen ettd v on tunnettu, tima yhtilo sisdltda kaksi tuntematonta vakiota €, ja €
JK. Midrittamalla signaalit S, ja S, sarjalla tunnettuja analyyttipitoi-suuksia ndma
vakiot voidaan miritt44 ja tuntemattomat analyyttipitoisuu-det arvioida vastaavista
So:n ja S,:n miérityksistd. Néin ollen méérityksen ei tarvitse toimia ympérdivan
analyytin olosuhteissa.

Ympéivin analyytin olosuhteissa termistd 1/v tulee mitdttomaén pieni ja S,/S, on
verrannollinen ympérgivén analyytin pitoisuuteen.

Ensimmaisessa vilinesarjakohdassaan esilld oleva keksinto kohdistuu vilinesarjaan,
jolla méiritetdén yhden tai useampien analyyttien pitoisuudet nestemaisesté
néytteestd edelld kuvatussa menetelmaissa, joka vélinesarja kasittdd:

(a) kiintedd alusta-ainetta, johon on kiinnitetty lukuisiin kohtiin sieppausainetta,
joka kykenee spesifisesti sitomaan sidonta-ainetta;

(b) yhté tai useampia sidonta-aineita, joissa kussakin on analyytille spesifisid sidon-
takohtia, ja hiantiryhmi, joka on sovitettu sitomaan yhti tai useampia sieppausainei-
ta; ja

(c) yhti tai useampia kehitysaineita, joissa on merkintdaineita, jotka kykenevit
siotutumaan sidonta-aineen haltuunotettuihin sidontakohtiin tai analyyttiin, joka on
sidottu sidonta-aineeseen, tai sidonta-aineen haltuunottamattomiin sidontakohtiin.

Toisessa vilinesarjakohdassaan esilld oleva keksinté kohdistuu vilinesarjaan, jolla
raatiloidadn madritystd yhden tai useampien analyyttien pitoisuuden méérittami-
seksi, joka vilinesarja kasittad:
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(a) yhden tai useampia héntiryhmié kunkin hintiryhmén ollessa tarkoitettu kiinni-
tettdviksi sidonta-aineeseen,;

(b) kiintedn alusta-aineen, jonka lukuisiin kohtiin on kiinnitetty yhti tai useampia
sieppausaineita, jotka kykenevit sitoutumaan spesifisesti hantaryhmain;

jonka madrityksen kayttdjd kiinnittdd hantaryhmét sidonta-aineisiin aikaansaaden
siten sidonta-aineita, joita voidaan kiyttdd sen kiintein alusta-aineen yhteydessé,
johon sieppausaineet on kiinnitetty edelld kuvatussa menetelméssa.

Piirrosten kuvaus

Esilli olevan keksinnon edullista toteutusmuotoa kuvataan nyt viitaten oheisiin
kaavamaisiin piirroksiin, joissa:

Kuvio 1 esittdd midritysti, jolla todetaan kaksi analyyttid nestemaiisestd ndytteesti
kayttien kahta sieppausainelajia ja kahta sidonta-ainelajia, sieppausaineen ollessa
immobilisoitu kahteen mikropisteeseen;

Kuvio 2 esittdd kuvion 1 médritysté, jossa sieppausaine on sitoutunut sidonta-ainee-
seen;

Kuvio 3 esittdid ei-kilpailevaa menetelmédé sidonta-aineen haltuunoton maarittami-
seksi kéyttden toista merkattua vasta-ainetta; ja

Kuvio 4 esittdd kiyrdstdd, johon signaali on piirretty TSH-pitoisuuden funktiona,
jotka arvot on saatu jiljempéni olevasta kokeellisesta esimerkista.

Yksityiskohtainen kuvaus

Kuviot 1 - 3 esittdvit sidontamédritysti, jossa kdytetddn kahta sidonta-ainelajia 2 ja
4, joiden sidontakohdat ovat spesifisid eri analyyteille 6 ja 8. Kumpikin sidonta-aine
2 ja 4 siséltdd vasta-ainetta 10 ja 14, jotka on varustettu oligonukleotidihéntiryhmal-
14 12 ja 16. Oligonukleotidihdntiryh-missé on erilaiset nukleotidisarjat, jotka sarjat
tdydentdvit toista sieppausaineen 18 ja 20 sarjoista, jotka on immobilisoitu kiinte-
dlle tukiaineelle 22 mikropisteiden muotoon. Téssi esimerkissé oligonukleo-

tidit ovat 8 nukleotidin mittaisia.

Mairityksessa naytteessd olevat kaksi analyyttid 6 ja 8 saatetaan alttiiksi sidonta-
aineille 2 ja 4 niin, ettd osa analyyteistd 6 ja 8 sitoutuu vasta-
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aineisiin 10 ja 14. Koska tdmai reaktio tapahtuu nestefaasissa, vasta-aineiden 10 ja
14 ja analyyttien (antigeenien) 6 ja 8 vilisen reaktion kinetiikka on optimoitu.

Samanaikaisesti tai perdkkiin alussa suoritetun vasta-aine/analyyttireaktion kanssa
nesteméinen ndyte ja sidonta-aine saatetaan alttiiksi kiinteélle tukiaineelle 22, jonka
pinnalle on immobilisoitu sieppausaineita 18 ja 20. Tama tekee sidonta-aineiden 2
ja 4 nukleotidisarjoille 12 ja 16 mahdolliseksi sitoutua tukiaineelle 22 immobilisoi-
tujen sieppausaineiden 18 ja 20 tiydentiviin sarjoihin. Tét4 esitetddn kuviossa 2.
Sieppausaineita 16 ja 18 kiytetdédn kuitenkin yleensé yliméérin, jotta varmistetaan,
ettd oleellisesti kaikki sidonta-aine 10 ja 14 sitoutuu tukiaineeseen 22. Niinpé kuvi-
oissa 2 ja 3 yksi sieppausaineen 28 molekyyli jitetdéin haltuunottamatta.

Sidonta-aineiden 2 ja 4 sidontakohtien jae voidaan sitten méérittiaa kiyttden tavan-
omaista takaisintitraustekniikkaa. Niinpé kuviossa 3 merkattuja vasta-aineita 24 ja
26 kaytetddn ei-kilpailevassa tekniikassa merkitsemédn haltuunotettujen sidonta-
aineiden 2 ja 4 lasndoloa samassa jérjestyksessd. Koska vasta-aineet 24 ja 26 on
merkattu merkintéaineilla (ei esitetty), sidonta-aineiden 2 ja 4 sidontakohtien jae
voidaan tallin médrittdd. Tamé puolestaan tekee mahdolliseksi 16ytad analyyttien
pitoisuus nestemdisessd ndytteessd esim. vertaamalla tuloksiin, jotka on saatu kiyt-
tden sarjaa liuoksia, joilla on tunnettu analyytin pitoisuus.

Kuvioissa 1 - 3 esitetty médritys voidaan sovittaa minka tahansa analyyttiparin
pitoisuuden mittaamiseen kayttden samaa kiintedd tukiainetta 22, jonka pinnalle on
immobilisoitu sieppausaineet 18 ja 20. Témi voidaan suorittaa aikaansaamalla
sidonta-aine, joka soveltuu sitomaan analyytin oligonukleotidihdntiryhmin 12 ja 16
avulla niin, ettd sidonta-aineet sitoutuvat spesifisesti toiseen mikropisteista 18 ja 20.
Niin ollen voidaan nahda, ettd madrityksen kiyttdja kykenee radtaléiméaan sidonta-
aineensa kaytettidviksi yhdessd mikropisteiden yleispétevin sarjan kanssa.

Esimerkki

Reagenssit:

1) Hiiren IgG (monoklonaalinen vasta-TSH), saatu laitokselta Scottish Antibody
Production Unit (SAPU).

2) Kaniinin IgG, vuohen vasta-hiiri-IgG (koko molekyyli) ja vuohen vasta-kaniini-
IgG (koko molekyyli) - vasta-aineet Sigma-yhti6lta.
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3) Sulfate Fluospheres, halkaisija 0,1 um, kelta/vihredd fluoresoivat (ex 490; em 515
nm) ja Sulfate Fluorspheres, halkaisija 0,1 um, punaista fluoresoivat (ex 580; em
605 nm) Molecular Probes-yhtioltd.

4) Oligonukleotidit Oswell DNA Service-yhtiolta:
a) CACACACACACACACACA, jossa 5'-biotiinimodifiointi (poly -CA)
b) GTGTGTGTGTGTGTGTGT, jossa 5'-fosforotioaattimodifiointi (poly-GT)
¢) GAGAGAGAGAGAGAGAGA, jossa 5'-biotiinimodifiointi (poly-GA)
d) CTCTCTCTCTCTCTCTCT, jossa 5'-fosforotioaattimodifiointi (poly-CT)

5) Sulfo-LC-SPDP {sulfosukkinimidyyli-6-[3'-(2-pyridyyliditio)-propiona-
mido}heksanoaatti} Pierce-yhtiolti.

6) PD10-kolonnit ja Sephadex G200 Pharmacia-yhti6lta.

7) RIA-laatua oleva naudan seerumialbumiini (BSA), Tween 20, natriumatsidi,
dinatriumvetyortofosfaatti, kidevedeton, natriumdivetyortofosfaatti, EDTA ja Triz-
ma Sigma-yhti6lta.

8) Avidin DX Vector Laboratories-yhtiolti.
9) Centricon-30 ja Centriprep-30-vikevointilaitteet Amicon-yhtiolta.
10) Kilpirauhasta kiihottava hormoni (TSH) yhtioltd NIH USA:

Vasta-hiiri IgG- ja vasta-kaniini IgG-vasta-aineiden adsorbointi Sulfate Fluos-
pheres-valmisteeseen

1) 0,5 ml:n osajae 2 %:sta (10 mg) 0,1 um kelta/vihredd Fluospheres-valmistetta
lisdttiin 2 mg:aan vuohen vasta-hiiri IgG-vasta-ainetta liuotettuna 0,5 ml:aan 0,1-M
fosfaattipuskuria, pH 7,4. 0,5 ml:n osajae 2 %:sta (10 mg) 0,1 pum punaista Fluors-
pheres-valmistetta lisdttiin 2 mg:aan vuohen vasta-kaniini IgG-vasta-ainetta liuotet-
tuna 0,5 ml:aan 0,1-M fosfaattipuskuria, pH 7,4. Kumpaakin valmistetta ravisteltiin
yli yon huoneenldmpétilassa.

2) Naita kahta valmistetta sentrifugoitiin 10 min 8 °C:ssa MSE High-Spin 21-ultra-
sentrifugissa.
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3) Jokainen rae dispergoitiin 2 ml:aan 1 %:sta BSA:a fosfaattipuskurissa, ravisteltiin
1 tunti huoneenldmpétilassa ja sentrifugoitiin kuten edella.

4) Jokainen rae dispergoitiin 2 ml:aan 0,5 %:sta Tween 20:a fosfaattipuskurissa,
ravisteltiin 30 min huoneenldmpdétilassa ja sentrifugoitiin kuten edella.

5) Jokainen rae dispergoitiin 2 ml:aan fosfaattipuskuria ja sentrifugoitiin kuten
edelld.

6) Jokainen rae dispergoitiin 2 ml:aan fosfaattipuskuria ja sentrifugoitiin kuten
edella.

7) Jokainen rae dispergoitiin 2 ml:aan 1 %:sta BSA:a, joka sisilsi 0,1 % natriumat-
sidia ja sdilytettiin 4 °C:ssa.

Hiiren monoklonaalisen IgG:n ja kaniinin IgG:n konjugointi oligonukleotideihin
1) 3 mg sulfo-LC-SPDP:a lisittiin 4,6 mg:aan hiiren vasta-TSH monoklonaalia tai
kaniinin IgG:a liuotettuna 1 ml:aan PBS/EDTA:a ja ravisteltiin 30 min huoneenldm-
potilassa.

2) Aktivoidut vasta-aineet erotettiin reagoimatta jiddneestd SPDP:sta PD10-kolon-
neilla. Naytteet eluoitiin PBS/EDTA:lla ja 0,5 ml:n jakeet kerittiin talteen.

3) Ensimmaisestd piikistd saadut jakeet, jotka sisdlsivit aktivoitua vasta-ainetta,
kerittiin yhteen ja vikevoitiin Centricon 30-vakevoéintilaitetta kdyttden noin 10 p
L:ksi.

4) 100 nmol 5'-fosforotioaatilla modifioitua poly-GT-oligonukleotidia liséttiin 14,8
nmol:iin aktivoitua hiiren monoklonaalista IgG:a. 58,3 nmol 5'-fosforotioaatilla
modifioitua poly-CT-oligonukleotidia lisdttiin 8,7 nmol:iin aktivoitua kaniinin
IgG:a. Molemmat valmisteet laimennettiin 1ml:ksi PBS/EDTA:1la ja niiti ravistel-
tiin yli y6n huoneenldmpétilassa.

5) Oligonukleotidin konjugoidut hiiren ja kaniinin IgG-valmisteet erotettiin reagoi-
matta jadneistd oligonukleotideista Sephadex G200-kolonnilla (1,5 x 45 cm). Niyt-
teet eluoitiin PBS/EDTA:1la ja 2 ml:n jakeet kerittiin talteen.
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6) Ensimmdisestd piikistd saadut jakeet, jotka sisilsivit oligonukleotidiin konjugoi-
tua vasta-ainetta, kerédttiin yhteen ja vikevoitiin kdyttden Centriprep-30-vikevointi-
laitetta, noin 500 pl:ksi ja niitd siilytettiin 4 °C:ssa.

Tarkoituksena osoittaa, ettii oligonukleotidiin konjugoitujen vasta-aineiden seos
risteytyisi ainoastaan tiydentivin oligonukleotidin kanssa, joka on kerrostettu
mikropisteini kiinteille faasille

1) Dynatech-yhtién mustia Microfluor-mikrotiitterisyvennyksid pinnoitettiin 50 p
l:1la Avidin-DA-valmistetta 0,1-M bikarbonaattipuskurissa, jonka pH oli 8,5 ja
pitoisuus 5 pg/ml, 5 minuutin ajan huoneenldmpétilassa.

2) Kun Avidin-pinnoitetut mikrotriitterisyvennykset oli pesty 0,01-M fosfaattipus-
kurilla, ne suljettiin 200 pl:lla 1 %:sta BSA:a 1 tunnin kisittelylld huoneenldampéti-
lassa ja pestiin jdlleen samalla puskurilla ja kuivattiin.

3) 0,25 pl:n pisara kumpaakin kahdesta 5'-biotiinilla modifioidusta poly-CA- ja
poly-GA-oligonukleotidista 0,1 %:sessa BSA.:sa ja vikevyydelld 0,025 nmol/ml
kerrostettiin Avidin-pinnoitettujen mikrotiitterisyvennnysten vastakkaisille puolille
ja niiden annettiin reagoida 30 min kosteassa atmosfairissd. Pisarat imettiin sitten
kuiviin ja miktotiitterisyvennykset pestiin fosfaattipuskurilla.

4) 50 ul:n osajae Tris-HCl-midrityspuskuria, joka sisélsi 0,25 pg/ml kumpaakin
poly-GT-konjugoidusta hiiren monoklonaalisesta IgG:sta ja poly-CT-konjugoidusta
kaniinin IgG:sta, lisittiin kaikkiin muihin, muttei tarkistusmikrotiitterisyvennyksiin
(50 pl maarityspuskuria, joka sisilsi konjugoimatonta hiiren ja kaniinin IgG:a,
lisattiin sensijaan tarkistussyvennyksiin), ravisteltiin 1 tunti kosteassa atmosfairissi
ja pestiin fosfaattipuskurilla, joka sisdlsi 0,05 % Tween 20-valmistetta.

5) 200 ul:n osajae Tris-HCl-maérityspuskuria, joka sisélsi 0,3 pg/ml vuohen vasta-
kaniini IgG-vasta-aineeseen konjugoitua punaista Fluospheres-valmistetta, liséttiin
kaikkiin mikrotiitterisyvennyksiin, ravisteltiin 1 tunti huoneenldmpétilassa, pestiin
fosfaatti-Tween20-puskurilla ja skannattiin samapolttopisteiselld laserpyyhkiisy-
mikroskoopilla, joka oli varustettu argon/krypton-laserilla.
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Tulokset

Viritys: 488DF10
Emissio: 525DF35
Niyte

Tarkistus
Avidin---B-poly-CA---poly-GT-
hiiri IgG mikropiste

Avidin--B-poly-GA---poly-CT-
kaniini IgG mikropiste

Viritys:  568DF10
Emissio: S85EFLP

Niyte

Tarkistus
Avidin--B-poly-CA---poly-GT-
hiiri IgG mikropiste

Avidin---B-poly-GA---poly-CT-
kaniini IgG mikropiste

Johtopéitokset

14

114826

Kelta/vihrei
signaali
13,3+0,5

100,9 + 10,9

16,9 + 0,3

Punainen signaali

22,0+0,2

240+04

99,8 +2,7

(1) Poly-GT oligonukleotidilla merkitty hiiren IgG risteytyi ainoastaan tdydentdvin
biotiinikésitellyn poly-CA-, muttei ei-tdydentdvin biotiini-kasitellyn poly-GA-oli-
gonukleotidiamikropisteen kanssa, jotka oli kerrostettu samaan mikrotiitterisyven-

nykseen.

(2) Poly-CT-oligonukelotidilla merkitty kaniinin IgG risteytyi ainoastaan tdydenté-
vin biotiinikasitellyn poly-GA-, muttei ei-tdydentdvén biotiinikasitellyn poly-CA-
oligonukleotidimikropisteen kanssa, jotka oli kerrostettu samaan mikrotiitterisy-

vennykseen.
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Tarkoituksena osoittaa antigeenin sitoutuminen oligonukleotidilla merkittyihin
vasta-ainemikropisteisiin

1) Dynatech-yhtién mustia Microfluor-mikrotiitterisyvennyksid pinnoitettiin 50 p
I:lla Avidin-DX-valmistetta 0,1-M bikarbonaattipuskurissa pH-arvolla 8,5ja 5 p
g/ml:n vikevyydelld, 5 min ajan huoneenlampétilassa.

2) Kun Avidin-pinnoitetut mikrotiitterisyvennykset oli pesty 0,01-M fosfaattipus-
kurilla, ne suljettiin 200 pl:lla 1 %:sta BSA:a 1 tunnin kisittelylld huoneenldmpoti-
lassa ja pestiin jdlleen samalla puskurilla ja kuivattiin.

3) 0,25 pl:n pisara 5'-biotiinilla modifioitua poly-CA-oligonukleotidia 0,1 %:sessa
BSA:ssa ja 0,025 nmol/ml vikevyydella kerrostettiin kuhunkin Avidin-pinnoitettuun
mikrotiitterisyvennykseen ja annettiin reagoida 30 min kosteassa atmosfarissa.
Pisarat imettiin sitten kuiviin ja mikrotiitterisyven-nykset pestiin fosfaattipuskurilla.

4) 50 pl:n osajae Tris-HCl-méidrityspuskuria, joka sisélsi 0,25 pg/ml poly-GT-kon-
jugoitua vasta-TSH hiiren monoklonaalista IgG:a, liséttiin mikrotiit-terisyvennyk-
siin, ravisteltiin 1 tunti kosteassa atmosfadrissa ja pestiin fosfaattipuskurilla, joka
sisélsi 0,05 % Tween 20-valmistetta.

5) 200 pl:n osajae TSH-standardeja Tris-HCl-médrityspuskurissa (0, 0,1, 0,3 ja 1,0
pU/ml) lisdttiin kolmeen rinnakkaiseeen syvennykseen ja termostoitiin 1 tunti huo-
neenldmpdatilassa ja pestiin fosfaatti-Tween 20-puskurilla.

6) 200 pl:n osajae 50 ug/ml siséltdvad vasta-TSH:a kehittdvddn vasta-aineeseen
konjugoitua kelta/vihredi sulfaatti-Fluospheres-valmistetta, lisattiin kaikkiin mikro-
tiitterisyvennyksiin, ravisteltiin 1 tunti huoneenldmpdtilassa, pestiin fosfaatti-
Tween-20-puskurilla ja skannattiin samapolttopisteiselld laserpyyhkaisymikro-
skoopilla, joka oli varustettu argon/krypton-laserilla.

Tulokset ja johtopaitikset

Poly-GT-oligonukleotidilla merkitty vasta-TSH hiiren monoklonaalinen IgG oli
tdysin toimiva, mitd osoittaa standardikdyrin onnistunut muodostuminen, kun siti
kéytettiin sitovana vasta-aineena, joka oli kerrostettu kiintedén faasiin biotiinikési-
tellyn tiydentdvin poly-CA-oligonukleotidin kautta, joka oli yhdistetty Avidin-pin-
noitettuihin mikrotiitterisyvennyksiin (kts. kuvio 4).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid useiden analyyttien pitoisuuden madrittamiseksi nestemiisestd
niytteestd, jossa menetelmissé kdytetddn

kiintedi tukiainetta, jolle on immobilisoitu erillisiin kohtiin useita erilaisia sieppaus-
aineita; ja

useita sidonta-aineita, kunkin sidonta-aineen sisdltiessd sidontakohtia, jotka ovat
spesifisid annetulle analyytille, ja hdntdryhmén, joka on sovitettu sitomaan vastaavaa
sieppausainetta;

tunnettu siiti, etti:

(a) saatetaan nestemdinen ndyte kosketukseen sidonta-aineiden kanssa niin, etti ana-
lyytti ottaa haltuunsa osan kunkin sidonta-aineen sidontakohdista,

(b) saatetaan nesteméinen niyte joko samanaikaisesti tai perdkkiin vaiheen (a) kans-
sa kosketukseen immobilisoitujen sieppausaineiden kanssa niin, ettd sidonta-aineet
sitoutuvat niitd vastaaviin sieppausaineisiin; ja

neen sidontakohtien jaetta, milld toimenpiteelld médritetddn analyytin pitoisuus nes-
temdiisessd nidytteessa,

Jossa menetelméssd sieppausaineet ovat oligonukleotideja, joissa on sekvenssejd,
jotka kykenevit hybridisoitumaan vastaavan sidonta-aineen hintiryhméssd olevan
komplementtisekvenssin kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd menetelma
kasittad lisdksi vaiheen, jossa kiinnitetddn hidntdryhmat sidonta-aineisiin ennen nii-
den saattamista alttiiksi tukiaineelle immobilisoiduille sieppausaineille.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd oligo-
nukleotidit ovat 8 - 30 emiksen mittaisia.

4.  Minki tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmé, tunnet-
tu siitd, ettd sidonta-aine on vasta-aine, jossa on analyytille spesifisid sidontakohtia.
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5.  Minki tahansa patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmd, tunnettu siiti,
ettd sidonta-aine on oligonukleotidi, joka kykenee hybridisoitumaan nukleiinihappo-
analyyttiin.

6. Minki tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmi, tunnet-
tu siitd, ettd kiytetdan pientd madrdd kutakin sidonta-ainetta niin, ettd sen analyytin
ympiaroivi pitoisuus, jolle sidonta-aine on spesifinen, ei hairiinny merkittdvasti.

7.  Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd pieni méard
sidonta-ainetta on alle 0,1 V/K moolia, jossa V on niytteen tilavuus ja K on sidonta-
aineeseen sitoutuvan analyytin tehollinen affiniteettikerroin.

8.  Minki tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tun-
nettu siitd, ettd kutakin sieppausainetta kiytetddn ylimadrin oleellisesti kaiken anne-
tun sidonta-aineen sitomiseksi.

9. Minki tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmi, tun-
nettu siitd, etti erilliset kohdat ovat mikropisteiti.

10. Minki tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmi, tunnet-
tu siitd, ettd annettu sieppausaine immobilisoidaan tukiaineelle lukuisiin kohtiin niin,
ettd annetun analyytin pitoisuuden mittaussarja voidaan suorittaa samanaikaisesti.

11. Minkd tahansa edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen menetelmd, tun-
nettu siité, ettd arvo, joka edustaa analyytin haltuunsa ottamaa sidontakohtien jaetta,
médritetdin kdyttden kehitysaineita kilpailevassa ja/tai ei-kilpailevassa menetelmais-
sd, kehitysaineiden ollessa merkattu merkintiaineilla.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi, tunnettu siitid, ettd merkintiai-
neet ovat fluoresoivia tai kemiluminoivia merkintidaineita.

13. Vilinesarja, joka on tarkoitettu kédytettdviksi useiden analyyttien pitoisuuksien
madrittdmiseen minki tahansa patenttivaatimuksen 1 - 12 mukaisessa menetelmissa,
tunnettu siitd, ettd vilinesarja kasittas:
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(a) kiintedn alusta-aineen, johon on kiinnitetty lukuisiin erillisiin kohtiin useita
erilaisia sieppaus-aineita, joka kykenee sitomaan spesifisesti annettua sidonta-
ainetta;

(b) useita sidonta-aineita, kunkin sidonta-aineen sisiltdessd tietylle analyytille
spesifisid sidontakohtia ja hantdryhmin, joka on sovitettu sitomaan yht4 tai useam-
pia sieppausaineita; ja

(c) yhden tai useampia kehitysaineita, joissa on merkintiaineita ja jotka kykenevét
sitoutumaan haltuunotettuihin sidonta-aineen sidontakohtiin tai sidonta-aineeseen
sitoutuneeseen analyyttiin tai haltuunottamattomiin sidonta-aineen sidontakohtiin;

jossa sieppausaineet ovat oligonukleotideja, joissa on sekvenssejd, jotka voivat hyb-
ridisoitua vastaavan sidonta-aineen hintiryhmissd olevan komplementtisekvenssin
kanssa.

tetdéin yhden tai useampien analyyttien pitoisuus nesteméiisestd niytteestd, tunnettu
siitd, ettd vilinesarja késittaa:

(a) useita hintdryhmid, kunkin héntdryhmén ollessa tarkoitettu kiinnitettdviksi
sidonta-aineeseen,;

(b) kiintedn alusta-aineen, johon on kiinnittynyt lukuisiin erilaisiin kohtiin useita
sieppausaineita, jotka kykenevit sitoutumaan spesifisesti hdantiryhmién;

jossa sieppausaineet ovat oligonukleotideja, joissa on sekvenssejd, jotka voivat hyb-
ridisoitua vastaavan sidonta-aineen hantdryhmissi olevan komplementtisekvenssin
kanssa, ja midrityksen kayttdjd kiinnittdd hintiryhmat sidonta-aineisiin, jolloin ai-
kaansaadaan sidonta-aineita, joita voidaan kdyttd4 kiintedn alusta-aineen yhteydessi,
johon sieppausaineet on kiinnitetty minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 13 mu-
kaisessa menetelmassa.

15. Menetelmd useiden erilaisten sidonta-aineiden immobilisoimiseksi erillisiin
kohtiin tukiaineelle, kunkin sidonta-aineen sisiltdessd sidontakohtia, jotka ovat
spesifisid annetulle analyytille, ja hantdryhmén, tunnettu siit4, etti:
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(a) immobilisoidaan useita sieppausaineita kiinteidlle tukiaineelle erillisiin kohtiin,
kunkin sieppausaineen kyetessi sitoutumaan annetun sidonta-aineen hantdryhmiin;

(b) saatetaan sidonta-aineet kosketukseen tukiaineen kanssa, jolle useat
sieppausaineet on immobilisoitu, niin ettd sidonta-aineet sitoutuvat spesifisesti
vastaaviin sieppausaineisiin hantdaryhman vilitykselld;

jolloin sieppausaineet ovat oligonukleotideja, joissa on sekvensseji, jotka kykeneviit
hybridisoitumaan vastaavan sidonta-aineen hintiryhmaissi olevan komplementtisek-
venssin kanssa.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd menetelma
kasittdd lisdksi vaiheen, jossa kiinnitetddn hantdaryhmit sidonta-aineisiin ennen nii-
den immobilisoimista tukiaineelle.

17. Patenttivaatimuksen 15 tai 16 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, ettd
sidonta-aine on vasta-aine, jolla on analyytille spesifisid sidontakohtia.

18. Patenttivaatimuksen 15 tai 16 mukainen menetelmd, tunnettu siitd, etti
sidonta-aine on oligonukleotidi, joka kykenee hybridisoitumaan nukleiinihappoana-

lyyttiin.

19. Minké tahansa patenttivaatimuksen 15-18 mukainen menetelmd, tunnettu
stitd, ettd erilliset kohdat ovat mikropisteita.

Patentkrav

1.  Forfarande for att bestimma halten av flera analyter i ett flytande prov, varvid
vid forfarandet anvinds

en solid bdrdre, pa vilket flera olika fangstimnen har immobiliserats pa flera
separata punkter; och

flera bindemedel, varvid varje bindemedel innehaller bindestillen, vilka dr specifika
for den givna analyten, och en svansgrupp, som 4r inréttad att binda motsvarande
fangstdmne;
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kiannetecknat av att:

(a) det flytande provet fors i kontakt med bindmedlet si att analyten 6vertar en del
av varje bindemedels bindestillen,

(b) det flytande provet fors antingen samtidigt eller successivt med skede (a) 1
beroring med de immobiliserade fangstimnena si att bindemedlen binds vid
motsvarande fangstdmnen; och

(c) ett virde definieras som representerar en av analyten Overtagen fraktion av det
givna bindemedlets bindestillen, med vilken atgidrd analytens halt definieras i det
flytande provet,

varvid vid forfarandet fangstimnena ir oligonukleotider med sekvenser, vilka
formér hybridiseras med en komplementsekvens i en svansgrupp av motsvarande
bindemedel.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kiinnetecknat av att forfarandet dessutom
innefattar ett skede, i vilket man fister svansgrupperna vid bindemedlen innan de
utsitts for de p& bararen immobiliserade fangstdmnena.

3.  Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kiinnetecknat av att oligonukleotiderna
dr 8-30 baser langa.

4. Forfarande enligt vilket som helst av foregdende patentkrav, kiinnetecknat av
att bindemedlet &r en antikropp med for analyten specifika bindestillen.

5. Forfarande enligt vilket som helst av patentkraven 1-3, kiinnetecknat av att
bindemedlet #4r en oligonukleotid, som formér hybridiseras med en
nukleinsyraanalyt.

6. Forfarande enligt vilket som helst av féregdende patentkrav, kiinnetecknat av
att man anvinder en liten mingd av varje bindemedel sa att dess halt omkring
analyten for vilken bindemedlet dr specifikt inte stors nimnvért.

7. Forfarande enligt patentkrav 6, kédnnetecknat av att en liten méingd
bindemedel dr under 0,1 V/K mol, varvid V ir provets volym och K dr den effektiva
affinitetskoefficienten for analyten som binds vid bindemedlet.
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8.  Forfarande enligt vilket som helst av foregdende patentkrav, kiinnetecknat av
att varje fangstimne anvinds i Overskott for att visentligt binda det givna
bindemedlet i sin helhet.

9.  Forfarande enligt vilket som helst av féregdende patentkrav, kiinnetecknat av
att de separata stédllena dr mikropunkter.

10. Forfarande enligt vilket som helst av foregdende patentkrav, kinnetecknat av
att det givna fangstimnet immobiliseras pé ett flertal stdllen pa bdraren si att en
matningsserie av halten av den givna analyten kan utféras samtidigt.

11. Forfarande enligt vilket som helst av foregdende patentkrav, kiinnetecknat av
att vardet som representerar en av analyten Overtagen fraktion av bindstéllena
definieras genom att anvinda ett genereringsmedel 1 ett kompetitivt och/eller ett
icke-kompetitivt  forfarande, varvid genereringsmedlen &dr mirkta med
markordmnen.

12. Forfarande enligt patentkrav 11, ki#nnetecknat av att markérdmnena &r
fluorescerande eller kemiluminescerande markOramnen.

13. Kit, vilket &r avsett att anviandas for att definiera halten av flera analyter vid ett
forfarande enligt vilket som helst av patentkraven 1-12, kiinnetecknad av att kittett
innefattar:

(a) en solid bérare, vid vilket flera olika fAngstdmnen har fésts vid ett flertal separata
stillen, och som specifikt formar binda det givna bindemedlet;

(b) flera bindemedel, varvid varje bindemedel innehdller for en given analyt
specifika bindestéllen och en svansgrupp som &r inréttad att binda ett eller flera
fangstdmnen; och

(c) ett eller flera genereringsdamnen, vilka innefattar markdrdmnen och vilka formér
bindas vid Overtagna bindestillen av bindemedlet eller vid en analyt som dr bunden
vid bindemedlet eller vid icke-6vertagna bindestillen av bindemedlet;

varvid fangstimnena &r oligonukleotider med sekvenser som kan hybridiseras med
en komplementsekvens i motsvarande bindemedels svansgrupp.
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14. Kit som &r avsett att skriddarsys for en bestdmning, med vilken man
bestdmmer halten av en eller fler analyter i ett flytande prov, kiinnetecknad av att
kittet innefattar:

(a) flera svansgrupper, varvid varje svansgrupp 4r avsedd att fdstas vid ett
bindemedel;

(b) en solid birare, pa vilket flera fangstimnen har fasts pé flera olika stillen, vilka
formar bindas specifikt vid en svansgrupp;

varvid fangstdmnena &r oligonukleotider med sekvenser som kan hybridiseras med
en komplementsekvens i svansgruppen av motsvarande bindemedel, och den som
utfor bestdimningen faster svansgrupperna vid bindemedlen, varvid man
astadkommer bindemedel, vilka kan anvédndas i samband med en solid birare, vid
vilket fangstdmnena &r fista vid forfarandet enligt nagot av patentkraven 1 - 13.

15. Forfarande for att immobilisera flera olika bindemedel vid separata stillen pa
en bérare, varvid varje bindemedel innehaller bindstillen, vilka &r specifika for en
given analyt och en svansgrupp, kiinnetecknat av att:

(a) man immobiliserar flera fangstimnen vid olika punkter pa en solid bérare, varvid
varje fangstdmne formar bindas vid svansgruppen av det givna bindemedlet;

(b) bindemedlen sitts i kontakt med biraren, pa vilken flertalet fingstimnen har
immobiliserats, s att bindemedlen binds specifikt vid motsvarande fAngstimnen via

en svansgrupp;

varvid fangstimnena dr oligonukleotider med sekvenser som formar hybridiseras
med en motsvarande komplementsekvens i motsvarande bindemedels svansgrupp.

16. Forfarande enligt patentkrav 15, kiinnetecknat av att forfarandet dessutom
innefattar ett skede, vid vilket man fister svansgrupperna vid bindemedlen innan de
immobiliseras pé biraren.

17. Forfarande enligt patentkrav 15 eller 16, kiinnetecknat av att bindemedlet &r
en antikropp, som har bindestillen som &r specifika for en analyt.
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18. Forfarande enligt patentkrav 15 eller 16, kiinnetecknat av att bindemedlet ar
en oligonukleotid, som formar hybridiseras med en nukleinsyraanalyt.

19. Forfarande enligt vilket som helst av patentkraven 15-18, kéinnetecknat av att

de separata stillena dr mikropunkter.
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