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Livosfaasissa tehtdvd ksksois-
I 16sningsfa~

sen utforbart dubbelhybridisationstest for detektering av polynukleotid-

sekvenser.

(57) Tiivistelmd

Keksintd koskee kaksoishybridisaatiokoetta tie-
tyn polynukleotidisekvenssin ldsndolon havait-
semiseksi tutkittavasta niytteestd, jossa ko-
keessa hybridisaatio tehdddn liuosfaasissa. Tes-
tissd kdytetdidn kahta liukenevaa polynukleoti-
dikoetinta, jotka hybridisoituvat detektoitavan
sekvenssin eri osiin. Ensimm#inen eli erotus-
koetin sisdltii reaktiopartnerin kanssa reagoi-
van kohdan, edullisesti sitoutuvaa ainetta (esi-
merkiksi avidiinia) sitovan kohdan (esimerkiksi
biotiinin). Liunos saatetaan hybridisaation j&l-
keen kosketukseen reaktiopartnerin immobilisoi-
dun muodon kanssa, jolloin kaksoishybridit, jot-
ka sisiltiavit detektoitavan sekvenssin ja ero-
tus- ja detektointikoettimen, immobilisoituvat.
Immobilisoitu fraktio erotetaan sitten ja detek-
tointikoetin mddritetddn jommastakummasta ero-
tetusta fraktiosta. Detektointikoetin leimataan
edullisesti sellaisella ryhmdlld kuin spesifi-
sesti sitoutuvalla ligandilla, esimerkiksi bio-
tiinilla tai hapteenilla ja se on detektoita-
vissa sitomalla se leimattuun sitoutumispartne-
riin, esimerkiksi entsyymilld leimattuun avi-
diiniin tai vasta-aineeseen. T&lli koemenetel-
millid on kaksoishybridisaatiomenetelmén edut
seki liuosfaasikokeen kineettiset ja kidsitte-
lyyn liittyvidt edut.

{57) Sammandrag

Uppfinningen avser ett dubbelhybridisations-
probveringsforfarande f6r detektering av nér-
varon av en speciell polynukleotidsekvens i
ett testprov, varvid hybridisationen utféres
i 18sningsfas. I testet anvdnds tv3 l&sliga
polynukleotidprober, vilka hybridiserar sig
vid skilda partier av sekvensen som skall de-
tekteras. Den ftrsta eller separationsproben
omfattar ett reaktivt stdlle f6r en reaktions-
partner, fOretrddesvis ett bindningsstidlle
(t.ex. biotin) f8r en bindande substans (t.ex.
avidin). Efter hybridiseringen kontaktas den
resulterande l&sningen med en immobiliserad
form av reaktionspartnern, varvid dubbelhyb-
rider, vilka omfattar sekvensen som skall de-
tekteras och detektions- och separationspro-
berna blir immobiliserade. Den immobilisera-
de fraktionen separeras sedan och detektions-
proben bestdms i ndgon av de separerade frak-
tionerna. Féretriddesvis mirks detektionspro-
ben med en specifikt bindbar ligand, t.ex. bio-
tin eller ett hapten, och kan detekteras genom
bindande av en midrkt bindningspartner, t.ex.
enzym-médrkt avidin eller antikropp, vid denna.
Proberingsforfarandet har férdelarna med en
dubbelhybridisationsteknik samt de kinetiska
och manupulativa egenskaperna hos en probering
i 18sningsfas.
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