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Nukleiinihappomateriaalin vahvistaminen ja toteaminen il-

man pesua

Tédm& keksintd koskee reaktiopusseja tai -laitteita
ja menetelmid, joita kaytet#d#d&n nukleiinihappomateriaalien
vahvistamiseksi ja toteamiseksi. Lose 7jen

EP-patenttihakemusjulkaisussa 381 501 kuvataan
DNA:n toteamista kayttd3en menetelmisd, jossa pienenpienten
md&rien nukleiinihappomateriaalia PCR-vahvistaminen ja
vahvistetun materiaalin toteaminen voivat molemmat tapah-
tua yhdess3 yksittédisesséd pussissa, joka estdd vahvistetun
materiaalin karkaamisen. Kidytet&dn kuutta tilapédisesti
tiiviisti suljettua rakkulaa, joita Kkutsutaan myGs
osastoiksi, ja joita vdyldt yhdistdvidt toteamiskeskukseen
toteamisosastossa. Rakkulat kdsittévdt jdrjestyksessd PCR-
reaktio-osaston; ensimmdisen pesuosaston; entsyymi-
leimausosaston, joka sisdlt88 esimerkiksi streptavidiini-
piparjuuriperoksidaasia (tdstd eteenpdin SA-HRP); toisen
pesuosaston; osaston, joka sis#ltd88 entsyymiin reagoivaa
signaalimateriaalia; ja pysdytysliuososaston. Kukin ndista
saadaan tyhjentym&&n mainitussa ja&rjestyksessd toteamis-
osastoon, jossa kéytetddn toteamiskeskusta vahvistetun
nukleiinihappomateriaalin sieppaamiseksi sekd todettavan
signaalin muodostamiseksi.

Kahden pesuosaston kayttéminen kahden pesuvaiheen
saamiseksi on yht&pitdvd kaikkiin tavanomaisiin l&hesty-
mistapoihin nukleiinihappomateriaalin toteamiseksi n&hden.
Esimerkiksi julkaisussa J. Clin. Microbiol. 30 (huhtikuu,
1992) 845 - 853 kuvataan Rochen k&ytt&mdd menetelmdd (ss.
846 - 847) menetelmdnd, jossa biotinyloidun tuotteen hyb-

ridisaation kiinted&n seindpintaan jdlkeen "pesimme levyn
4 kertaan pesupuskurilla I mahdollisen hybridisoitumatta
jddneen tuotteen poistamiseksi". N&md neljd pesua vas-
taavat ensimmdisen pesurakkulan ensimméistd pesuvaihetta
EP-patenttihakemusjulkaisun 381 501 mukaisessa pussissa,
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koska siin&d samoin mahdollinen DNA tai nukleiinihappomate-
riaali, joka on "epihybridisoitunut" toteamiskeskuksiin,
pestddn pois. Tdmdn jdlkeen Roche-menettelyssd inkuboidaan
"37 °C:ssa 15 minuutin ajan avidiini-piparjuuriperoksidaa-
sikonjugaatilla”, mik& luonnollisesti vastaa EPA-pussin
entsyymirakkulan tyhjent&mistd aivan samassa tarkoitukses-
sa. Sen j&dlkeen Roche-menettelyn mukaan "jédlleen pestiin
levy 4 kertaan" "sitoutumatta j&dneen konjugaatin poista-
migseksi". T&md luonnollisesti vastaa toista pesuvaihetta,
joka suoritetaan toisessa pesurakkulassa, joka sijaitsee
entsyymirakkulan ja signaalimateriaalirakkulan valissd
EPA-julkaisun 381 501 mukaisessa pussissa.

Tdllaiset menettelyt kaikkine pesuineen vaikkakin
ovat kidyttokelpoisia ovat aikaaviepi& ja sen vuoksi kal-
liita. Edelleen pesut tuottavat komplikaatioita pussin
valmistukseen. Kuitenkin niitd on pidetty oleellisina "ei-
spesifisen signaalin" eliminoimiseksi, eli signaalin eli-
minoimiseksi, joka esiintyy, koska l&snd on joko sitoutu-
matonta nukleiinihappomateriaalia, joka EI ole kohde, ja/
tai sitoutumatonta SA-~-HRP:td, jota ei tulisi olla l&sn&,
koska kohdenukleiinihappomateriaalia ei ole lé&snd.

Tdten ennen t&td keksintdd ongelmana on ollut ke-
hittdd toteamissarja, joka eliminoi ainakin yhden pesu-
vaiheen, ja edullisesti molemmat pesuvaiheet, ja siihen
tai niihin tarvittavat pesurakkulat aiheuttamatta niin
paljon hdlysd toteamisessa, ettd sigaalista tulee epdluo-
tettava.

Olemme todenneet, ettd pussiformaatista, jota kdy-
tetddn EPA-julkaisussa 381 501 kuvatuissa menetelmissé,
voidaan poistaa yksi pesurakkula tai molemmat pesurakkulat
saaden samalla oleellisesti sama tulos. Tédmid oli erityisen
y1ll8ttdvad otettaessa huomioon se huomattava historia,
joka on sanellut, ettd pesut ovat oleellinen vaihe.

Spesifisemmin keksinntn yhden ndkékohdan mukaan

ongelma ratkaistaan menetelmdlld wvahvistetun nukleiini-
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happomateriaalin toteamiseksi, jonka mukaan t&llainen ma-
teriaali hybridisoidaan toteamiskeskukseen, joka kdsittaa
ainakin yhden immobilisoidun koettimen, hybridisoitu ja
sitten immobilisoitu nukleiinihappomateriaali leimataan
tuomalla keskukseen leima, joka on signaalimateriaali, tai
on vuorovaikutuksessa signaalimateriaalin kanssa, signaa-
lin tuottamiseksi, minkd& j&lkeen keskukseen lis&tddn sig-
naalimateriaali todettavan signaalin tuottamiseksi; jol-
loin menetelmdlle on tunnusomaista, ettd joko leimausvai-
hetta kdytetddn valittdmdsti hybridisaatiovaiheen jélkeen
ilman, ettd vdliin edellytetddn pesuvaihetta, tai lisdys-
vaihetta kdadytetdsn valittémasti leimausvaiheen jdlkeen
ilman, ettd v&liin edellytet&dn pesuvaihetta. Kuten tulee
ilmeiseksi, "joko-tai" kaytettynd tédssd asianyhteydessd on
ei~-poisrajaava kaytto.

Keksinndén toisen ndkdkohdan mukaan ongelma ratkais-
taan laitteella nukleiinihappomateriaalin vahvistamiseksi
ja toteamiseksi k&ytt&m&lld ainakin yht& kohdesdietta tem-
plaattina, jolloin laite k&sittdi reaktio-osaston nukleii-
nihappomateriaalindytteen vahvistamiseksi, toteamiskeskuk-
sen vahvistetun nukleiinihappomateriaalin toteamiseksi ja
varasto-osastoja, jotka sisdltavdt signaalimateriaalia ja
leiman, jotka kykenevdt yhdessid muodostamaan todettavan
signaalin, sekd vdylid osastojen yhdisté@miseksi juoksevas-
ti keskukseen; jolloin laitteelle on tunnusomaista, etta
se sisdltdd edelleen ei enempdd kuin yhden pesuosaston,
joka sisdltd@d pesunestettd, joka oleellisesti el sisdlla
reagensseja, joita kdytetdidn varasto- tai reaktio-osas-
toissa, ja ei enempdd kuin yhden vayldn, joka yhdistda
pesuosaston toteamiskeskukseen, jolloin korkeintaan yhta
pesuvaihetta kédytetddn vaihesarjassa, joka kasitt#da osas-
tojen sisdltdjen tyhjennyksen ja siirté&misen toteamiskes-
kukseen,

Tdten keksinndn edullinen ja odottamaton piirre on,

ettd annetaan kdytt66én menetelmd ja laite nukleiinihappo-
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materiaalin vahvistamiseksi ja toteamiseksi, joilla vidlte-
td8n ainakin yksi pesuista, joita t&ah&n asti on pidetty
valttamdattominad halutun tuloksen saamiseksi.

Muita edullisia piirteitd tulee ilmeiseksi tutus-
tuttaessa seuraavaan yksityiskohtaiseen kuvaukseen oheis-
ten piirrosten valossa, joissa:

Kuvio 1 on tasokuva keksinnén mukaan rakennetusta
reaktiolaitteesta; ja

kuviot 2 ja 3 ovat samankaltaisia tasokuvia Kuin
kuviossa 1 esitetty, mutta ne esittédvdt keksinnén vaihto-
ehtoisia muotoja;

kuviot 4A - 4C ovat osaleikkauskuvia, jotka esit-
televdt keksinnén oletettua mekanismia;

kuviot S5A - 5B ja 6A - 6B ovat pylvdsdiagrammeja,
jotka esittdvat toistuvia véripisteitd, joihin p&&stddn
kéyttéméllé keksintda (5A, 6A ja 6B) tai vertailuesimerk-
kid (5B); ja

kuvio 7 on kuvion 2 kaltainen tasokuva, joka esit-
tdd Kuitenkin tytesimerkeissd8 kdytettyd modifioitua pus-
sia.

Kuvauksessa téstd eteenpdin esitetddn keksintd sen
edullisten suoritusmuotojen yhteydessd, joissa annetaan
kayttddn taipuisa pussi tai laite, jota kdytetddn tavalla,
jota kuvataan yhteisesti omistetussa US-patentissa nro 5
229 297. (Osa tuosta julkistuksesta on sama kuin julkis-
tus, joka esiintyy EPA-julkaisussa 381 501.) Lisdksi kek-
sintd on kdyttokelpoinen riippumatta siit&, kaytetddnkd
PCR-vahvistusta vai ei, ja riippumatta tuon pussin kaikki-
en piirteiden l&asndolosta edellyttden, ettd mukaan on si-
sdllytetty korkeintaan yksi pesuosasto, mistd tuloksena on
korkeintaan yksi vdlipesuvaihe.

Tdssd kdytettynd "pesu" tai "pesuliuos" tarkoittaa
livosta, joka oleellisesti ei gig#llad sieppaus-, leima- ja

signaalinmuodostusreagensseja, joita kéaytetddn muissa
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osastoissa, eli joko leimaosastossa tai signaalimateriaa-
liosastossa.

Edelld mainitun US-julkaisun sarjanro 673 053 mu-
kaisen taipuisan pussin kyky& tuottaa pesuvaiheen elimi-
naatio ilman, ettd haittaavasti saadaan ei-spesifinen
signaali, ei t&ysin ymmdrretd. Arvellaan kuitenkin, se on
seurausta pussin rakentamisesta tavalla, joka aikaansaa
kunkin perédttédisen nestetulpan lineaarisen kulun, jolloin
"tulpan" eturintama vaikuttaa pesemdlld pois edeltdvin
"tulpan” j&attamidt sitoutumatta jiddneet reagenssit. Mah-
dollisella wvuorovaikutuksella, joka tapahtuu té&llaisessa
"eturintamassa", on v&hdisii tai ei mit&&dn vaikutuksia
immobilisoiduissa keskuksissa kehitettyyn signaaliin.
Edelleen kukin nestetulppa kokonaisuudessaan kulkee yli
toteamiskeskuksen (-keskusten), mikd parantaa tehokkuutta.
Mahdollinen leikkausta ohentava geeli, jota voidaan lis&téa
kuten jaljempdnd kuvataan, tehostaa tatd kykyd sikédli,
ettd se vaikuttaa luovan raskasliikkeisemmdn tulpan, ;joka
hidastaa tulpan eturajan poistamien ainesosien kulkeutu-
mista takaisinpdin.

Kuvio 1 havainnollistaa t&m#én keksinnoén yhtd muo-
toa, Jjossa pesuosasto ja pesuvaihe reaktio-osaston ja
leimaosaston v&listd on eliminoitu. Reaktiokyvetti tai
~laite 10 kdsittda potilasndytenesteen ruiskuttamista var-
ten tuloaukon 22, jonka vayld 21 yhdistd83 PCR-reaktio-
osastoon 26. Sulku 46 salpaa tilapdisesti virtauksen pois
osastosta 26. Kun sulku 46 rikotaan, neste tulee sybOte-
tyksi vaylédn 44 kautta toteamiskammioon 40, jossa on kes-
kuksia 41, jotka kdsittédvat edullisesti helmid, jotka on
ankkuroitu paikoilleen ja jotka muodostavat kompleksin
mahdollisen kohdeanalyytin kanssa, joka ohittaa ne tul-
lessaan osastosta 26, ja sitten reagenssien kanssa, jotka
tulevat muista reagenssiosastoista. Nuo muut osastot ovat
osastot 30, 32, 34, joista kustakin sy&ttd tapahtuu vdyliad
48 ja 50 pitkin kammioon 40. Kukin noista vdylistid on ti-



lapdisesti salvattu kohdassa 56, ja sisd@ltdad tarkoituksen-
mukaista reagenssinestetta.

Yksityiskohdat kemikaaleista, jotka ovat kaytto-
kelpoisia kaikissa osastoissa, ja keskuksissa 41, selite-

5 td8n yksityiskohtaisemmin edelld mainitussa US-julkaisussa
sarjanro 673 053. Pesuosasto késittdsd edullisesti pusku-
rin, pinta-aktiivisia aineita, EDTA:ta, NaCl:88 ja muita
suoloja.

T&mi&n Keksinndn mukaan vilttémidttOmien osastojen

10 lukum@&drsdd on yksinkertaistettu. Taten:

Osasto 26, kdyttdjdn lisdamén potilasnidytteen li-
sdksi, sis&dltdd edullisesti kaikki tavanomaiset, PCR-vah-
vistuksessa tarvittavat reagenssit, jotka mahdollisesti
pidetddn paikoillaan tilapdiselld sululla 25. (Reagenssit

15 voidaan esisisdllyttdd tai lisdtd potilasn8dytteen kanssa
tédmd lis&tt&essd.) Reagenssit késittavat alukkeet, jotka
on sidottu sitoutumisparin yhteen j&seneen, jolloin parin
toinen jdsen on alla kuvatussa osastossa 30. Kiayttokel-
poinen esimerkki alukkeeseen kiinnitetystd sitoutumispa-

20 rista on biotiini. (Jos se on ldsn&d, sulku 25 puhkaistaan

.- ruiskuttamalla niyte.)

- Osasto 30 ké&sittdd8 edullisesti leiman kuten ent-

R syymin, joka on sidottu kompleksoivaan aineeseen kuten

spas
S .
.
.

) avidiiniin, joka on sitoutumisparin jdsen, jolloin tuon
.'&' 25 parin toinen jdsen on sidottu alukkeeseen, josta tulee osa
LI kohdeanalyyttid vahvistuksen aikana reaktio-osastossa 26
3 edelld kuvatun mukaisesti. T&ten kdyttokelpoinen reagenssi
osastossa 30 on streptavidiinipiparjuuriperoksidaasi (tédsa
. eteenpdin SA~HRP). Tuon sitoutumisparin toinen j&dsen on
e, 30 silloin biotiini.
. Muutkin leimat kuin entsyymit ovat kdyttékelpoisia.
C Esimerkiksi fluoresoivia, radioaktiivisia ja kemiluminoi-
I via leimoja tunnetaan samoin hyvin t#8llaisiin k&éytté&ihin.

Kemiluminoivat leimat samoin edullisesti kdyttdvédt osastoa
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34, joka sis&dltdd signaalireagenssin, mit& k&sitellddn
alla entsyymileimoille.

Osasto 32 kisittdd edullisesti pesuliuoksen rea-
genssina.

Osasto 34 kdsittdd edullisesti signaalimateriaalin,
ja jonkin vérid stabiloivan aineen, joka saattaa olla
kdyttokelpoinen. T&ten esimerkiksi kdyttokelpoinen rea-
genssiliuos osastossa 34 on liuos leukovéristd, joka on
tavanomainen substraatti osaston 30 entsyymille. H,0,:ta ja
jotain leikkausta ohentavia geeleja sis&llytetddn samoin
mukaan.

Osasto 42 on jatekerdysosasto, joka mahdollisesti
sis&dltdsd absorbanttia.

Tela 60 on esimerkki ulkoisesta painelaitteesta,
jota k&ytet&ddn kunkin osastoista purkamiseksi perdkkdin,
vastaavan osaston sisdlldn tydntémiseksi sarjassa totea-
miskammioon 40. Koska kaikki osastot ja vayldt pysyvat
salvattuina prosessoinnin aikana, wvuotoa ulos laitteesta
ei tapahdu ja siirtymiskontaminaatio estet&&n. Aukon 22
salpaamiseen pddstddn taittamalla kulma 70 taittolinjaa 72
pitkin siten, ettd kolo 74 sopii aukon 22 pddlle ja vdayla
21 tulee tukituksi. Sulkulaippaa kadytetddn sitten kulman
70 pitémiseksi ndin taitettuna.

Kédyttdkelpoinen prosessori laitteen 10 kdyttamisek-
si esitet&ddn EPA-julkaisussa 402 994. T&llaisessa proses-
sorissa on tukipinta, jolle on sijoitettu ryhm& laitteita
10, ja paine-elimid, esimerkiksi teloja, on asennettu pai-
koilleen kunkin kyveteistd prosessoimiseksi rinnan. Teloja
on laakeroitu useampia yhteen tai useampaan akseliin k&te-
vyyden vuoksi, jolloin n&ditd& akseleita pyorittda differen-
tiaalisesti vaihteisto. Edullisesti tukipinta on vaakata-
sossa tai kallistettu aina 15° vaakatasosta. Lis&ksi kuu-
mentimia voidaan mahdollisesti sisdllyttdda mukaan, joko
paikoilleen kiinnitetyssd muodossa tai telojen mukana kan-

nettavina.
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Tdten kéytet#ddn yhtd8 ja vain yhtd pesuosastoa 32,
jolla saadaan pesuvaihe SA-HRP:m inkuboinnin osaston 40
keskuksissa 41 jadlkeen mahdollisen sitoutumatta jadneen
SA-HRP:n poistamiseksi. Arvellaan, ettei pesuvaihetta tai
pesunestettd tarvitse sisdllyttdd vahvistetun nukleiini-
happomateriaalin ja SA-~-HRP:n vastaavien perdttdisten
siirtymisten keskuksiin 41 va&aliin siksi, ettd kukin to-
teamiskeskukseen matkalla oleva reagenssi tulee tehok-
kaasti pestyksi pois asemaan saapuvan seuraavan reagenssin
toimesta. Y1ll&ttdvdd on, ettd kyseessd oleva pieni tila-
vuus kussakin osastossa suorittaa tdman riittdvan hyvin.

Vaihtoehtoisesti (ei esitetd) kédyttoékelpoinen on
aivan sama rakenne kuin kuviossa 1, jossa kuitenkin pesu-
neste sijaitsee vain osastossa 30, jolloin SA-HRP sijait-
see tidssd tapauksessa osastossa 32. Tadssd suoritusmuodossa
menetelmdn mukaan osaston 34 signaalimateriaali saatetaan
suoraan vuorovaikutukseen keskusten 41 kanssa vadlittémidsti
SA-HRP:n inkuboinnin noissa keskuksissa jdlkeen ilman mi-
téddn vidlipesua. Syyt, miksi ndin voidaan menetellda, ovat
samat Kuin esitettiin edeltédvdlle suoritusmuodolle.

Kummassakin suoritusmuodossa pesuosastoa voidaan
haluttaessa tdydent&dd ylimdsdrdiselld pesunesteelld. Kéteva
tapa tamdn suorittamiseksi, kuviossa 2, on lis&ta pesu-
osasto ensimmdisen pesuosaston viereen, jolloin aluksi
ensimmdinen pesuosasto tyhjennet&édn toteamiskeskukseen ja
sitten toinen pesuosasto. Osista, jotka ovat samanlaisia
kuin aiemmin kuvatut, kdytet&d&n samaa viitenumeroa, johon
on liitetty erottava liite "A".

Taten pussi 10A k&sittdd tarkalleen samat piirteet
kuin kuvion 1 mukaisessa suoritusmuodossa lukuun ottamat-
ta, ettd osastojen 32A ja 34A v&aliin on sijoitettu yli-
madrdinen, tilapdisesti salvattu osasto 36 pesunestetta.
Vayld 52 yhdistdd sen osastoon 40A sen j&dlkeen, kun osas-
ton 36 sulku 56A on puhkaistu.
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Vaihtoehtoisesti voidaan k&yttd4 yksittdistd pesu-
osastoa, jossa on kuitenkin suurempi tilavuus pesunestet-
ta.

Vdlttamdttad ei ole lainkaan pesuosastoa tai lain-
kaan pesuvaihetta, jolloin p&&st&dn kuviossa 3 esitettyyn
tilanteeseen. Osista, jotka ovat samanlaisia kuin aiemmin
kuvatut, k&ytetd&n samaa viitenumeroca, johon on liitetty

erottava liite "B".
Tdten Kuviossa 3 pussi 10B k&Esittdd kaikki aiemmin

kuvattujen suoritusmuotojen piirteet lukuun ottamatta,
ettei pesuosastoa ole lainkaan. Ainoat osastot ovat lém-
pOkierrétysreaktio~osasto 26B, leiman sisdltidvd osasto 30B
(jossa on esimerkiksi streptavidiinipiparjuuriperoksidaa-
sia) ja osasto 34B, joka sisdltdi signaalimateriaalin,
esimerkiksi H,0,:ta, mahdollisesti leikkausta ohentavaa
geelia, jota kuvataan vdlittomésti té&mdn jdlkeen, ja leu-
kovadrid, joka reagoi leimaentsyymin kahssa tuottaen vérin.
Kun tela 60B puhkaisee perdkkdin sulut 46B ja 56B, sisdl-
16t tyhjenevat vaylid 44B ja vastaavasti 48B pitkin totea-
miskeskukseen 40B ja sitten j&teosastoon 42B.

Kaikissa suoritusmuodoissa mahdollinen ainesosa
sisdllytettdvidksi mukaan signaalimateriaalin Kkanssa on
noin 0,5-%:inen agaroosiliuos vdrimuodostuksen stabiloi-
miseksi toteamisosaston toteamiskeskuksissa. Agaroosi
kayttdytyy leikkausta ohentavasti sik#li, ettd sen visko-
siteetti noin tédssd pitoisuudessa putoaa 27 poisea leik-
kausnopeusvdlills 1 - 10° sek™ (yli 60 % sen laskusta), ja
vain edelleen 3 poisea nopeuksille yli 10° mitattuna 40
°C:ssa. Muitakin leikkausta ohentavia geelejid, joiden vis-
kositeettikdyttdytyminen on samanlainen ja prosentuaalinen
pitoisuus alhainen, voidaan kdyttada.

Kuten edelld mainittiin, ei tdysin ymmdrretd, miten
pussi yll&ttéden sallii pesuvaiheiden j&tt&misen pois, kun
tdhdn asti niit& pidettiin oleellisina joko wvahvistetun

materiaalin tai leiman ja seuraavan reagenssin lis&imisen
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toteamiskeskukseen vdlill&a, Kuviot 4A - 4C on sisdllytetty
mukaan oletetun mekanismin havainnollistuksen helpottami-
seksi kdyttden esimerkiksi kuvion 3 mukaista suoritusmuo-
toa. Kuitenkin saman periaatteen arvellaan toimivan kai-
kissa suoritusmuodoissa.

Esitet&dn suurennettu toteamiskeskus 41B, joka ké&-
sittd8 immobilisoituja helmid kuten kuvataan edelld mai-
nitussa EPA-julkaisussa 381 051. Kuviossa 4A esitetyssé
vaiheessa vahvistettu kohdenukleiinihappomateriaali, jossa
on biotiinih&ntd, on merkitty aaltoviiva-B:11&. T&allainen
materiaali on jo hybridisoitunut helmiin. Lisdksi leiman
SA-HRP sis&ltdvd osasto on tyhjennetty tuohon keskukseen.
(SA-HRP on esitetty "A*" Jleimattuna avidiinina.) Jonkin
verran tuosta SA-HRP:std on jo sitoutunut kohteen biotii-
niin, mutta osa on esitetty sitoutumattomana tai "irtonai-
sena" helmilld ja osaston 40B pinnalla.

Kun seﬁraava osasto, joka sisdltd88 signaalimate-
riaalia kuten leukovdrid (merkitty "L.D."), puhkaistaan,
leukovdri etenee "tulppana" 100, kuvio 4B. Sen johtava
meniski 102 l&hestyy keskusta 41B liikkeensd, nuoli 104,
ansiosta. "Tulpan" 100 kulkiessa keskuksen 41B yli, kuvio
4C, se pyyhkdisee pois sitoutumatta jddneen edellisen
reagenssin (A*) meniskissd 102 jdttden vain sitoutuneen
leiman reagoimaan tulpan 100 loppuosan kanssa, jolloin
keskuksessa 41B muodostuu véri. Koska (vain) alue 110
luetaan tai detektoidaan, mahdollinen ylim&&r&inen vari,

joka muodostuu alavirtaan (meniskissid 102) on epdoleelli-
nen. Tdllaisen ylim&ddrdisen varin kulkeutumista takaisin-
pain toteamiskeskukseen hidastetaan edelleen kayttdm&lla
mahdollista, edelld kuvattua leikkausohennusgeelia.

Seuraavat ei-kattavat esimerkit helpottavat kek-
sinndn havainnollistamista.

Kaikissa esimerkeissd ja vertailuesimerkeissd kdy-
tettiin seuraavasti valmistettuja reagensseja, ellei toi-

sin ole mainittu:
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A. HUT/HIV-analyytin valmistus arvioitavaksi:

HUT/AAV/78-soluja, jotka sisélsivét yhden HIV-ko-
pion solua kohden, k&siteltiin tavanomaisella fenoliklo-
roformiuuttomenetelmdlld DNA:n eristdmiseksi, ja saatu
DNA-maara kvantitoitiin spektrofotometrilli. Talteen
otettua DNA:ta (100 000 HIV-kopiota) vahvistettiin poly-
meraasiketjureaktiolla (PCR) koktailissa, joka sisdlsi
kutakin alla identifioitua aluketta (1 pM kutakin), pus-
kuria [10 mM magnesiumkloridi, 50 mM tris(hydroksimetyy-
1li )aminometaani (TRIS), 50 mM kaliumkloridi ja 0,1 mg/ml
gelatiinial], 1,5 mM kutakin 4ATP-, dCTP-, dGTP- ja dTTP-
deoksinukleotiditrifosfaattia ja 40 yksikkoéd DNA-polyme-
raasia, joka oli saatu Thermus aquaticuksesta.

Kaytettiin kahta alukesarjaa, jolloin yksi sarja
oli komplementaarinen ENV-alueeseen ndhden ja yksi sarja
oli komplementaarinen GAG-alueeseen ndhden HUT/HIV-
DNA:ssa, kuten tiedetd&n kiytettdvédn multipleksoinnissa.
Yksi aluke kummassakin sarjassa biotinyloitiin toteamisen
helpottamiseksi. Kaksi tetraetyleeniglykolivdlikeryhmda
kiinnitettiin oligonukleotidiin US-patenttijulkaisussa

4 914 210 opetusten mukaan.

PCR-menettely suoritettiin kayttden 250 pl edelta-
vdd koktailia PCR-reaktiorakkuloissa PCR-analyysielemen-
teissd, jotka olivat tyyppid, jota kuvataan julkaisuissa
P.N. Schnipelsky et al., EPA 381 051 ja US-julkaisussa
sarjanro 673 053, joka jatettiin 21. maaliskuuta 1991 (ei
sallittu). Spesifisemmin k&ytettiin Kkuvion 7 mukaista
pussia 10C. Osista, jotka ovat samanlaisia kuin aiemmin
kuvatut, ké&ytet&ddn samaa viitenumeroa, johon on lisatty
kirjain "C". Té&aten osastoja 26C, 30C, 32C, 36C ja 34C;
vaylia 44C, 48C, 50C ja 52C; toteamiskeskusta 40C ja j&-
teosastoa 42C kdytettiin kuten kuvattiin edelld Ilukuun
ottamatta layoutia, tai kuten mainitaan jdljemp&nd. En-
sinndkin PCR-vahvistus suoritettiin testipussista 10C

erillisessd pussissa, jolloin vahvistettu materiaali yh-
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distettiin pooliksi ja ruiskutettiin sitten osastoon 26C
tulosten yhtendisyyden vuoksi kaikissa toistoissa, esi-
merkiksi 32 esimerkissd 1.

Kdytettiin lampdkierratysprosessoria, joka oli
tyyppia, jota kuvataan EP-patenttihakemusjulkaisussa
402 994.

Kohde-DNA esikuumennettiin 90 °C:seen 10 sekunniksi
ja sitd denaturoitiin sitten 96 °C:ssa 30 sekunnin ajan,
mink& jdlkeen se j&ahdytettiin 70 °C:seen 60 sekunniksi
alukkeiden juottamiseksi ja alukelaajennustuotteiden tuot-
tamiseksi. Viimeistd kahta wvaihetta (kuumennus 96 °C:ssa,
sitten 70 °C:ssa) toistettiin kaikkiaan 40 kierroksen ajan.
Tdm&é PCR-menetelmd toistettiin 64 kertaan ja vastavalmis-
tetun PCR-tuotteen sisdltdvad neste siirrettiin 64 PCR-rak-
kulasta yhteiseen astiaan PCR-tuotepoolin luomiseksi.
Naytteitd t&std poolista laimennettiin 1:20 edellsd kuvat-
tuun PCR-puskuriin k#ytettdviksi jdljempdnd kuvatuissa
testeissa.

B. Pesuliuoksen valmistus (sitd kidytettiessd):

Pesuliuos valmistettiin sis8lt&m&&n 1 %:n natrium-
desyylisulfaattia fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa,
joka sisdlsi pitoisuudet 10 mM natriumfosfaatti, 150 mM
natriumkloridi ja 1 mM etyleenidiamiinitetraetikkahappo,
PH 7,4.

C. Streptavidiini/piparjuuriperoksidaasi- (SA-HRP-)
konjugaattiliuoksen valmistus:

Valmistajalta Zymed Labs (San Fransisko, CA) saatua
streptavidiinin ja piparjuuriperoksidaasin konjugaattia
laimennettiin suhteessa 1:8 000 kaseiinia (0,5 %) sisdlta-
vdllsd fosfaattipuskuriliuoksella (pH 7,3), joka sisdlsi
timerosaalig&dilytysainetta (0,01 $%).

D. Leukovidrikoostumuksen valmistus:

Liuos, jossa oli 25 g polyvinyylipyrrolidonia 100
ml:ssa vettd, sekoitettiin liuokseen, jossa o0li 0,20 g
4,5-bis(4-dimetyyliaminofenyyli)-2-(4-hydroksi-3, 5-dime-
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toksifenyyli)imidatsolileukovdria, joka muodostaa sinisen
varin, 1 ml:ssa N,N-dimetyyliformamidia, ja sekoitettiin
1 tunnin ajan. Tamad lis&ttiin sitten liuokseen, joka oli
valmistettu sekoittamalla 2,76 g mononatriumfosfaattimo-
nohydraattia liuotettuna 1 900 ml:aan vettd, 0,2 ml di-
etyleenitriamiinipentaetikkahappoliuosta (0,1 M) ja 1,51 g
4'-hydroksiasetanilidia ja s&&t&m&lls pH 6,82:ksi lisaa-
médlld 50-%:ista natriumhydroksidiliuosta. Sitten 2 ml 30-
¥:ista vetyperoksidiliuosta lisdttiin ja seosta sekoitet-
tiin vé@ridispersion muodostamiseksi. Lopuksi 24,75 ml saa-
tua véridispersiota sekoitettiin 0,25 ml:aan dimedonin
25 pM vesiliuosta ja 0,125 g:aan agaroosia varin muodosta-
van koostumuksen tuottamiseksi, joka sis&dltdsa 0,5 % aga-
roosia. Valmista koostumusta kuumennettiin ja sekoitettiin
80 °C:ssa, kunnes agaroosi liukeni, minka jdlkeen se j&&h-
dytettiin huoneenlimp#tilaan.

E. Koetinreagenssien valmistus:

Valmistettiin poly[styreeni-ko-3-(p-vinyylibent-
syylitio)propionihappo]- (moolisuhde 97,6:2,4, painosuhde
95:5, 1 pm keskihalkaisija) polymeerihiukkasvesidispersio,
ja jdljemp&nd kuvattu oligonukleotidi sidottiin kovalent-
tisesti polymeerihiukkasten yhteen osaan, ja toinen oligo-
nukleotidi sidottiin kovalenttisesti polymeerihiukkasten
toiseen osaan k3yttden US-julkaisussa sarjanro 654 112
(jatetty 2.12.91, Ponticello et al.) sekd EPA-julkaisussa
462 644, Sutton et al., kuvattuja menettelyji. Oligonuk-
leotidit kytkettiin polymeerihiukkasiin kahden tetraety-
leeniglykolivalikkeen, 3-amino-1,2-propaanidioliryhmdn ja
tymiiniemdksen, valitykselld. Kukin oligonukleotidi kyt-
kettiin polymeerihiukkasiin 3-amino-1,2-aminoryhmén v&li-
tyksellad reagenssien muodostamiseksi US-julkaisun
4 962 029 mukaisilla menettelyills.

Polymeeri/oligonukleotidihiukkaskoettimet sekoi-
tettiin lateksiliimaan, joka koostui poly(metyyliakry-
laatti-ko-natrium~2-akryyliamido-2-metyylipropaanisulfo-
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naatti-ko-2-asetoasetoksietyylimetakrylaatista) (paino-
suhde 90:4:6), hiukkasten kuivapainosuhteen liimapolymee-
riin ollessa 4:0,1 (2,5 % liimaa). Vesidispersion kiinto-
ainepitoisuus oli 4 %.

Nditd reagenssikoostumuksia kdytettiin sarjan ana-
lyyttisi& 1laitteita valmistamiseksi, jotka sisdlsivat
reagenssit sieppauskoettimina HUT/HIV-m&drityksissd. Ver-
rokkireagenssioligonukleotidisekvenssi on sekvenssi HIV-
genomista ja sitd kéaytettiin ei-tietosekvenssind. Tamén
ei-tietokoettimen ei tulisi siepata lainkaan HUT/HIV-ana-
lyyttisekvenssejd, ja siten mitd&n védrin kehittymistd ei
tulisi tapahtua verrokkireagensseilla. Toinen koetinrea-
genssisekvenssi oli komplementaarinen sekvenssiin HUT/HIV-
DNA:n ENV-alueella.

Edeltdvia reagensseja kdytettiin sarjan analyysi-
elementtej8 (pusseja) valmistamiseksi, joissa kussakin oli
reagenssiosastoja (joista yksi on PCR-reaktiorakkula, jo-
hon n&yteanalyytti ensiksi vied&dn), toteamisosasto ja
jates8ilid. Analyysilaitteet (tai elementit) valmistettiin
kuumentamalla poly(etyleenitereftalaatti)/polyetyleenila~
minaatti- (Scotchpak™ 241, 3M Co.) levy3d muovausasemassa
(tai muotissa), jolloin muodostettiin sarja painaumia
(rakkuloita) levyn yhdelle puolelle ja suurempi painauma
ldhelle p&&ta, ja levyn toiselle puolelle, johon p&dvayléd
lopulta johtaa, p&&vdyld ensimmdisestd rakkulasta viimei-
seen ja sivuvdylid kustakin rakkulasta pddvidyldén, jolloin
laminoitaessa padlilevyyn myShempdnd ajankohtana saadussa
pussissa oli kapeita vaylid, jotka johtivat painaumista
pdadvaylaan analogisesti laitteisiin ndhden, joita kuvataan
mainitussa US-julkaisussa sarjanro 673 053, Schnipelsky et
al.. Kukin painauma lukuun ottamatta niitd, joka sijaitsi-
vat pdaviyldn kummassakin pédédssd, tdytettiin tarkoituk-
senmukaisella reagenssikoostumuksella. Padlilevy laminoi-
tiin pddllyksen muodostamiseksi painaumien ja vdyl&aluei-
den pddlle, ja salvattiin puhkaisusulun muodostamiseksi
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kunkin painauman (lukuun ottamatta wviimeistd) ja siitad
pddvdylddn johtavan védylén vdlille. Ensiksi kuitenkin pda-
lilevyd ké&siteltiin kaikkialta koronasytvyttimelld. Sitten
edelld kuvatut (keksintd ja verrokit) koetinreagenssikoos-
tumukset sijoitettiin vdlittOmésti riviin neljdksi vaihte-
levaksi tdpléksi k&sitellylle pinnalle, jolloin kukin koh-
ta kdsitti 0,9 - 1,1 pl jéljempdnd mainittua koostumusta.
Sijoitettuja koostumuksia Kkuivattiin 30 sekunnin ajan il-
mavirrassa huoneenl&mpdtilassa samalla, kun tuen vastak-
kaista puolta kuumennettiin raudalla noin 95 °C:ssa.

Esimerkki 1

Pesuosastot vain leimaosaston ja signaalimateriaa-

liosaston vdlissd

Kuvion 2 mukaisen suoritusmuodon esittelemiseksi
valmistettiin 16 toistoa. Kunkin levyistd rakkulat 16
edelld valmistetussa toistossa taytettiin reagensseilla
esimerkkkitesteissd seuraavasti:
Rakkula (kuvio 7)

26C varattu analyytin ruiskutukselle (n.
190 ~ 210 ul)

30C SA-HRP-konjugaatti (noin 350 pl)

32C pesuliuos (noin 235 pl)

36C pesuliuos (noin 350 pl)

34C leukovari (noin 235 pl)

(Tdten ylimédrdistd pesumateriaalia Kk&aytettiin,
jolloin se kuitenkin wvaikutti vain rakkulan 5 erottami-
seksi rakkulasta 2, eik&d vaikuttanut rakkulan 2 erottami-
seksi rakkulasta 1.)

Verrokkiesimerkiksi, joka muistuttaa EPA-julkai-
sussa 381 501 esitettyjd (jolloin "pysdytysliuos"-osasto
on jatetty pois; ta&m& vaihe on selvdsti tarpeeton tdsmal-
lisille lukemille), valmistettiin toinen 16 samanlaisen
pussin sarja identtisesti esimerkkiin 1 ndhden lukuun ot-

tamatta, ettd ensimmdisen pesun ja SA-HRP-konjugaatin
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asemat rakkuloissa 2 ja 3 ja keskindiset md&drsdt vaihdet-
tiin, eli kdytettiin 350 pl pesuliuosta ja 235 pl SA-HRP-
liuosta.

Pdadlilevy laminoitiin ja suljettiin sitten tiiviis-
ti kolmessa vaiheessa. Ensiksi "sandwich" puristettiin ja
suljettiin tiiviisti kuumentamalla noin 149 °C:seen vain
rakkuloiden ymp&rill&, jotka sisdlsivdt reagenssiliuoksia,
sekd jdterakkulan ympdrill&. Ndytteen vastaanottavien PCR-
rakkuloiden, mukaan lukien puhkaisusulkujen, ja vé&ylien
muodostaminen saatettiin loppuun kuumentamalla testipakkaa
tarkoituksenmukaisesti muotoiltujen kuumennusleukojen véa-
lissd noin 163 °C:ssa. Kolmas vaihe oli ymp&ryssaumojen
muodostaminen testipakan ympdrille, ja kaikkien rakkulan-
ymparyssaumojen uudelleensinetdinti kdyttéen pdédlilevyldm-
pbtilaa 199 °C pohjalevyn pysyessd ympdristdn lampotilassa.

. Valmiiseen testipakkaan (tai elementtiin) muodostetut vdy-

14t ja rakkulat sijéitsivat siten, ettd telan kulkeminen
reagenssirakkulat sisédltédvidn elementtiosan yli puhkaisisi
perdkkdin rakkuloiden saumat ja pakottaisi reagenssin kus-
takin rakkulasta poistovédyl&&dn ja sitd pitkin p&&véayl&én,
joka johtaa sieppauskoettimet sis&ltadvidlle alueelle. Val-
miiksi saatu elementti k&&nnettiin siten, ettid sieppaus-
koetintédpl&t (talletukset) sisdltévd pddlilevy on valmiin
elementin pohja koetintalletuksien ollessa oikeaoppisesti
rinnan p&dviyldssd toteamisaseman muodostamiseksi. Nelji
koetint8pl8d sijaitsivat eri asemissa péddvdylassd useissa
naytteissé.

Viimeinen jdteosasto, joka sijaitsi p&avaylén
padssa, oli suurempi kuin muut ja se oli varustettu ab-
sorbentilla jatenesteiden s#ilidksi sekd esimerkissad 1
ettd vertailuesimerkissi.

Esimerkin 1 ja vertailuesimerkin valmiita pusseja
kdytettiin reagenssikoostumusten arvioimiseksi seuraavas-

ti:
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Rakkula kussakin testilaitteessa tdytettiin (190 -
210 pl) 20X-laimennoksella edelld kuvattua PCR-tuotetta ja
prosessoitiin seuraavasti:

Esimerkki 1

Analyytti esilé&mmitettiin 95 °C:seen 120 sekunniksi
ja telan annettiin kulkea sen rakkulan ylitse sulun murta-
miseksi ja liuoksen viemiseksi toteamisasemaan (koetintal-
letukset). Analyyttid ja koetinreagensseja hybridisoitiin
toteamisasemalla 42 °C:ssa 5 minuutin ajan samalla, kun SA-
HRP-konjugaatti toisessa rakkulassa esikuumennettiin 65
°C:seen. Telan annettiin kulkea konjugaattirakkulan ylitse,
sulku rikottiin ja liuos ohjattiin toteamisalueelle ana-
lyytin syrjdyttamiseksi. 5 minuutin kuluttua kolmas rakku-
la, joka sis8lsi ensimmdisen pesuliuoksen, joka oli esi-
kuumennettu 55 °C:seen, rikottiin ja pesu ohjattiin totea-
misasemalle ja pidettiin siell&d 5 minuutin ajan samalla,
kun toinen pesuliuos esikuumennettiin 55 °C:seen. Sitten
rakkula, joka sisdlsi toisen pesuliuoksen, rikottiin ja
pesu ohjattiin toteamisasemalle. Lopuksi telan annettiin
kulkea rakkulan ylitsen, joka sisdlsi véarisignaalin muo-
dostavan koostumuksen, ilman esikuumennusta ja sulku ri-
kottiin, ja koostumus ohjattiin toteamisasemalle, jossa
varipisteet luettiin 5 minuutin inkuboinnin j&lkeen kayt-
tden varikarttaa alla kuvatun mukaisesti. vVdripisteet esi-
tetddn taulukossa I sekd esitetddn graafisesti kuviossa
5A.

Vertailuesimerkki

Analyytin sisdltdvd8 rakkula kussakin elementissé
esikuumennettiin noin 95 °C:seen 120 sekunnin ajaksi, minké&
Jjélkeen telan annettiin kulkea sen ylitse sulun rikkomi-
seksi ja liuoksen ajamiseksi alueelle, joka sis#dlsi nelja
immobilisoitua koetinreagenssitalletusta eli kaksi verrok-
kikoetinta ja kaksi HUT/HIV-koetinta, jotka oli sijoitettu
paikoilleen liiman kanssa. Analyyttid ja koetinreagensseja

hybridisoitiin toteamisasemassa 42 °C:ssa 5 minuutin ajan
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samalla, kun pesuliuoksen sis#ltavd rakkula esikuumennet-
tiin 55 °C:seen. Sitten telan annettiin kulkea pesuliuos-
rakkulan ylitse sulun rikkomiseksi ja pesuliuoksen ohjaa-
miseksi toteamisalueelle p&ddvdyldn puhdistamiseksi sekd
sitoutumatta jddneen analyytin poistamiseksi toteamisalu-
eelta. Sitten ilman esikuumennusta telan annettiin kulkea
streptavidiini/piparjuuriperoksidaasi-konjugaattirakkulan
ylitse rikkoen t&md&n sulku ja liuos ohjattiin toteamis-
alueelle, jossa se sitoutuu immobilisoituun biotinyloituun
analyyttiin 5 minuutin aikana. Tdnd3 aikana toinen pesu-
koostumus esikuumennettiin 55 °C:seen, minkd jalkeen rak-
kulan sulku rikottiin telalla ja sen sisédltd ohjattiin
toteamisasemalle, jossa se syrjdytti sitoutumatta jd&neen
leiman. Lopuksi vérisignaalin muodostavan koostumuksen
sulku viimeisessd rakkulassa rikottiin telalla ja neste
ohjattiin toteamisasemalle, jossa se syrjidytti toisen pe-
suliuoksen. Vdrinmuodostuksen koetintalletuksissa annet-
tiin edetd 5 minuutin ajan, minkd jidlkeen luettiin vé&ri-
tiheyspisteet. Kunkin koetintalletuksen vidri arvioitiin
vertaamalla mdrkédvidritiheyttd vadrikarttaan, jossa 0 on ei
tiheyttd ja 10 on korkein tiheys. Varipisteet esitetddn
taulukossa I1 ja esitetdsn graafisesti kuvion 5B diagram-
missa. (Kirjaimet "LTR" ja "ENV" taulukoissa I ja 1II
edustavat vastaavasti verrokki-ei-tietokoetintalletuksia
ja koetintalletuksia, jotka ovat komplementaarisia HIV-
genomin analyytissd ENV-alueeseen nidhden. Namd edustavat
kutakin 4 helmikeskuksesta toteamisosastossa. Vasemmalta
oikelle virtaavan nesteen kohtaama ensimmdinen helmi oli
"LTR". Toinen oli "ENV"; kolmas oli "LTR" ja lopuksi oli

"ENV" oikeanpuoleisessa sarakkeessa.)
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Taulukko I
Esimerkki 1 - HIV
LTR

Toisto
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Taulukko II
Vertailuesimerkki - HIV

‘eve

Toisto LTR ENV LTR ENV
1 . 5 0,5 5,5
5 2 , 0,5 6
3 , 6,5 0,5 5,5
4 1 6 1 6°
5 0,5 2 0,5 2
6 1 7 1 6
10 7 1 7 1 5
8 1 7 1 6
9 1 3 1 7
10 1 7 1 6
11 0,5 1 0,5 4
15 12 1 7 0,5 6
13 1 7 1 6,5
14 0,5 6 1 4
15 1 6,5 1 6
16 1 vi 1 2,3
20 Keskiarvo 5,44 5,44
'f; Kuten on selvidsti ilmeistd, etenkin verrattaessa
el kuvioita S5A ja 5B, pesuvaiheen eliminointi sen j&alkeen,
t' kun vahvistettu nukleiinihappomateriaali oli hybridisoitu
:%. 25 toteamiskeskukseen, ja ennen leimareagenssin lisddmista ei
: haitannut tuloksia. Itse asiassa saatiin parempia tulok-
O sia. Kvantitatiivisesti t&m& voidaan n&hdd myds ottamalla
keskiarvo toisista ja neljé@nsistd helmistd "ENV" esimer-
?V; kiss8 1 kaikille 16 toistolle, ja vertaamalla n&dit4d ver-
:'é: 30 tailuesimerkkiin. Esimerkille 1 keskiarvo oli 6,0 ja 5,69,
:; kun taas vertailuesimerkille se oli 5,44 kummassakin ta-
ﬂ“f pauksessa.
R Edeltédvdt tulokset eivdt rajoitu nimenomaiseen

middritykseen - ne ilmenevdt samoin mddritettdessd esimer-

35 kiksi CMV:td (sytomegalovirus). Tédstd syystd oligonukleo-
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tidisekvenssejd ei ole spesifisesti identifioitu, Kkoska
arvellaan, ettd on epdoleellista, mitd mdsdritystad kayte-
tddn sen osoittamiseksi, ettd yksi pesu tai molemmat pesut
voidaan eliminoida.

On osoitettu, ettd esimerkin 1 tuloksiin verratta-
via tuloksia saadaan, jos toinen pesuosasto jatet&dn pois,
jolloin saadaan kuviossa 1 esitetyn mukainen pussi. Toisin
sanoen tdllaisessa pussissa pesuosasto ja -vaihe on vain
leimaosaston ja -vaiheen (jossa kaytet&ddn SA-HRP:td) ja
signaalimateriaaliosaston ja -vaiheen (jossa kéaytetdén
leukovdrid ja H,0,:ta) vdlissA.

Vastaavasti on osoitettu, ettd tdllaisella 4-osast-
oisella pussilla, jossa on vain yksi pesuosasto, joka kui-
tenkin sijaitsee nukleiinihappomateriaalin vahvistamiseksi
kdytetyn reaktio-osaston ja leimaosaston valissd, saadaan
tuloksia, jotka ovat verrattavissa tavanomaiseen rakentee-
seen, jossa on pesuosasto (ja -vaihe) sekd reaktio-osaston
(hydridisaatiovaihe) ettd leimaosaston (leimausvaihe) j&l-
keen.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 mukaisten pussien vertaaminen pussei-

hin, jotka eividt sisidlli pesuliuoksia

Valmistettiin kaksi sarjaa PCR-analyysipusseja
esimerkin 1 menettelyiden mukaan seuraavin poikkeuksin:

1. Valmistettiin kolmas koetinkoostumus esimerkin
1 mukaisilla menettelyilld sis&lté&md&n sekvenssi, joka on
komplementaarinen sekvenssiin HUT/HIV-DNA:n GAG-alueelta.

2. Vain yksi t&plda (talletus) kustakin 3 Kkoetti-
mesta sisdllytettiin kuhunkin elementtiin jarjestyksessa
(1) uusi, edelld kuvatun mukainen koetin GAG-alueelta, (2)
verrokkikoetin esimerkistd 1, ja (3) esimerkin 1 mukainen
reagenssikoetin,.

3. Yksi pussisarja oli 5-rakkulaiset pussit esi-
merkin 1 k&dnteisessd pesumuodossa (SA-HRP-konjugaatti

toisessa rakkulassa ja pesu kolmannessa rakkulassa) ja
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tuon sarjan pusseja prosessoitiin kuten kuvattiin esimer-
kissd 1.

4. Toisessa pussisarjassa kdytettiin vain 3 rea-
genssiosastoa ja ei kdytetty pesuosastoja kuten esitetddn
kuviossa 3. Ne sisilsivit samat koostumukset, mukaan lu-
kien analyyttikoostumus poolista, ja samat m8&rdt Kuin
vastaavat koostumukset ensimmdisessd8 elementtisarjassa
esimerkissd 1 (sarja, jossa pesumuoto oli tavanomainen) ja

rakkulat olivat seuraavassa jdrjestyksessd:

Rakkula (kuvio 7) Sisidlto
26C PCR-analyytti
30C SA~HRP
32C varinmuodostava

toteamiskoostumus

Loput rakkulat tai osastot jédtettiin tyhjiksi.

Pussit toisessa sarjassa prosessoitiin seuraavasti:

Analyytti PCR-rakkulassa esikuumennettiin 95 °C:seen
120 sekunniksi, ja telan annettiin kulkea rakkulan ylitse
sulun rikkomiseksi ja analyytin ohjaamiseksi 3 koettimen
talletuksiin toteamisasemassa. Hybridisaation 42 °C:ssa
annettiin kest&a 5 minuutin ajan samalla, kun SA-HRP-liuos
toisessa rakkulassa esikuumennettiin 65 °C:seen. Sitten
telan annettiin kulkea toisen rakkulan ylitse sulun rikko-
miseksi ja liuos ohjattiin vaylia pitkin toteamisasemaan.
Konjugaattia inkuboitiin toteamisasemassa 5 minuutin ajan,
minkd j&lkeen telan annettiin kulkea varinmuodostavan to-
teamisdispersion sis#dltdvédn rakkulan ylitse ilman esikuu-
mennusta sulun rikkomiseksi ja dispersion ohjaamiseksi
toteamiseasemaan syrjdytté&mdidn SA-HRP. Kun varidispersiota
0li inkuboitu 5 minuutin ajan toteamisasemassa, vdripis-
teet luettiin kdyttden viarikarttaa kuten esimerkissd 1.

Védripisteet kummallekin elementtisarjalle on esitetty tau-
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lukoissa IIA ja IIB ja esitetdsn graafisesti kuvioiden 6A
ja vastaavasti 6B diagrammeissa.

Tulostiedot osoittavat, ettd 3 -rakkulaisella pus-
sirakenteella saadaan positiivisia signaaleja, jotka ovat
verrattavissa tuloksiin esimerkin 1 mukaisella 5-rakkulai-
sella pesupussirakenteella; jolloin kuitenkin saadaan hie-
man kohonneet signaalit ei-~tieto- (verrokki-) helmilli.
Tata voidaan vdhentdd tai se voidaan poistaa 3-rakkulai-
sessa rakenteessa kiyttdmdlla suurempaa tilavuutta varin-
muodostavaa toteamisdispersiota. 3 -rakkulaisella raken-
teella on mahdollista kdyttdd vdhemm&n reagensseja, pie-
nentdd yksikkévalmistuskustannuksia, pienentd&d pussivaras-
tointitilaa, lyhentdi prosessointiaikoja ja Kk&ayttdd pie-

nempdd, vihemman mutkikasta prosessoria.

Taulukko IIA

5 rakkulaa kufen esimerkissid 1

Toisto GAG ENV LTR
1 7 7 0,5
2 7 7 1
3 7,5 7 1
4 7,5 7 0,5
5 7 7 1

Taulukko IIB
3-rakkulaisen pussin tulostiedot

Toisto GAG ENV LTR
1 7 7 2
2 7,5 7 2
3 7 7 2,5
4 7,5 7 2,5

Tassd julkistettua keksint6d voidaan harjoittaa
minkd tahansa elementin puuttuessa, jota ei tédssa spesi-

fisesti julkisteta.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd vahvistetun nukleiinihappomateriaalin
toteamiseksi hybridisoimalla tédllainen materiaali totea—y
miskeskukseen, joka késitt&dd ainakin yhden immobilisoidun
koettimen, leimaamalla hybridisoitu ja nyt immobilisoitu
nukleiinihappomateriaali tuomalla keskukseen leima, joka
on signaalimateriaali tai joka aktivoi signaalimateriaa-

lin, signaalin tuottamiseksi, mink# j&lkeen signaalimate-

" ‘riaali lis&t##n keskukseen todettavan signaalin tuottami-

seksi,
tunnettu siitd, ettd8 joko leimausvaihetta

kdytetddn valittomisti hybridisaatiovaiheen jélkegn edel-
lyttématts valissd sijaitsevaa pesuvaihetta, Egitiiséys-
vaihetta kaytetddn valittémidsti leimausvaiheen jalkeen
edellyttdmdttd vdlissd sijaitsevaa pesuvaihetta. )
: 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd se edelleen sisdltdd vaiheen, jossa

keskus pestddn pesunesteelld, vain nukleiinihappomateri-

‘aalin hybridisaatiovaiheen ja leimaamisen leimalla vaiheen

valissa.
| 3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t u n-

mettu siitd, ettd se sisdltdd edelleen vaiheen, jossa

i

keskus pestddn pesunesteelld vain leimaamisen leimalla

-vaiheen ja signaalimateriaalin lisdysvaiheen vidlissi.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd sekd leimausvaihetta kiytetdidn vi-
littomédsti hybridisaatiovaiheen jdlkeen ilman v&dlissd si-
jaitsevaa erillistd pesuvaihetta etta lisdysvaihetta kay-

_ tetddn vdlittOmésti leimausvaiheen jédlkeen ilman vdlissa

sijaitsevaa pesuvaihetta.
5. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3 tai 4 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd leima on entsyymi.
6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd se sisdltdi edelleen vaiheen, jossa
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vahvistettu materiaali siirret&dn keskukseen ennen hybri-
disaatiovaihetta.

7( Laite nukleiinihappomateriaalin vahvistamiseksi
ja toteamiseksi kéyttémalla alnakln vhta kohdesalettam
templaattina, jolloin lalte kééittaa reaktio- osaston/nuk—
leiin1happomater1aallnaytteen vahvistamiseksi, toteamis-
keskuksen vahV1stetun nukleiinihappomateriaalin toteami-
seksi ja varasto-osastoja, jotka sisdltdvat leiman ja
signaalimateriaalia, jotka kykenevdt yhdessi muodostamaan
todettavan signaalin, ja vaylid osastojen yhdistd@miseksi

juoksevasti keskukseen,

- tunnettu siitd, ettd laite sisdltdd edel-

leen ei enemp&& kuin yhden pesuosaston, joka sisdltdd pe-
sunestettd, joka oleellisesti el sisdlld sieppaus-, leima-
ja signaalinmuodostusreagensseja, joita kédytet##n varas-

 to- tai reaktio-osastoissa, ja ei enempdd kuin yhden véy-
~lan, joka yhdist&& pesuosaston toteamiskeskukseen,

jolloin korkeintaan yhtd pesuvaihetta kayteté&én

. vaihesarjassa, joka kdsittdi osastojen sisdltédjen tyhjen-

1Famisen ja liikuttamisen toteamiskeskukseen.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen laite, t u n -
nettu siitd, ettd laite ei sisdlla lainkaan pesu-

-

'sisdlld sieppaus-, leima- ja signaalinmuodostusreagensse- '

fja, joita kdytetddn varastointi- tai reaktio-osastoissa.:

92 Patenttivaatimuksen 7 mukainen laite, tun -
nettu siitd, ettd kaikki osastot, toteamiskeskus ja
vdyl&at on salvattu laitteen ympiristdén vuotamista vastaan
siirtymiskontaminaation estémiseksi.

10. Patenttivaatimuksen 7, 8 tai 9 mukainen laite,

tunnettu siitd, ettd leima on entsyymi,
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