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AKTIEBOLAGET KABI, S$-104 25 Stockholm, Ruotsi

Entsymaattisten ynnd muiden biokemiallisten reaktioiden tutkimis-
menetelmd - Forfarande f&r studium av entzymatiska och andra
biokemiska reaktioner

Esilld oleva keksintd koskee menetelmdd sen tyyppisten entsymaattis-
ten ja muiden biokemiallisten reaktioiden tutkimiseksi, joissa se
aine, jonka aktiviteetti tai vdkevyys on tarkoitus midrittdd, vai-

kuttaa biokemialliselle reaktiolle spesifiseen substraattiin.

Menetelmd on tarkoitettu kdytettdvidksi mm. entsymaattisen aktivitee-
tin mddritykseen varsinkin seriini-proteaasi-tyyppisille entsyymeil-
le (trombiini, plasmiini, trypsiini jne.). Useat ndistd entsyymeistd
sddtdvdt veren koagulaatiota ja fibrinolyysid, ja hdiridt normaa-
leissa entsyymimd&drissd aiheuttavat patologisia muutoksia kuten ve-

renvuotoja tai suonitukostautia. -

Menetelmdd voidaan kdyttdd myds immunologisten reaktioiden kuten
antigeeni-vasta-aine-kytkentdjen tutkimiseen. Muita jdrjestelmid,
joita my&s voidaan tutkia, ovat mm. inhibiittori-entsyymikytkennét,

reseptori-hormoonikytkenndt ja reseptori-steroidikytkenndt.



Ennestiin on tunnettu entsymaattisten reaktioiden tutkiminen "ent-
syymielektrodien" avulla, jolloin mitataan reaktion jatetuotteejille
spesifinen potentiaaliero kalvojen ylitse. Katso my®s Gough D.A.

ja Andrade J.D., Enzyme Electrodes, Science Vol 180, pp. 380-384.

Immunologisia reaktioita tutkittaessa on tunnettua kdyttdd nikkelil-
13 metallisoituja lasilevyjd, joille on absorboitu antigeenejd pin-
takerrokseksi, niin ettid kun lasilevy upotetaan vasta-aineita sisdl-
tdvddn liuokseen, antigeenien ja vasta-aineiden v&lilld tapahtuu
kytkenti, josta seuraa, ettd kerroksen paksuus suurenee. Kytkentd
havaitaan mittaamalla kerroksen paksuus optisesti ellipsometrin
avulla. Katso myds Rothen A., Immunologic and enzymatic reactions
carried out at a solid-liquid interface, Physiol Chem & Physics 5,
1973. ‘

Ennestdidn on tunnettu myds entsymaattisen aktiviteetin mi3drittdmi-
nen . konduktometrisella menetelmdlld, katso Lawrence A.J. ja Moores
G.R., Counductometry in Enzyme Studies, Eur J. Biochem 24 (1972), pp
538-546.

[Liséksi tiedetddn, ettd orgaaniset molekyylit voivat adsorboitua

' elektrodipinnoille ja muuttaa elektrodien sdhkdisid ominaisuuksia,

|katso Bockris J.0.M. ja Reddy A.K.N., Modern Electrochemistry, Plenum
"Press, Vol 2, chap 7.

On myds kehitetty erikoissubstraatteja, joilla on suuri herkkyys
kyseessd oleviin entsyymeihin nidhden, erityisesti amidityyppisid
substraatteja, joilla on luontainen kyky hydrolysoitua entsyymin
ldsndollessa, kehittiden vdrid kantavia tuotteita. Tapahtuva vidrien
muutos voidaan helposti mitata spektrofotometrisesti, esimerkiksi
optisen absorptiospektrometrin avulla. Substraattli, jota voidaan
kdyttdd entsymaattisen aktiviteetin optiseen havaintiin ja joka hel-
pottaa esimerkiksi antitrombiini- ja protrombiinimd&rien kliinistd

testid, on selitetty US-patenttijulkaisussa 3 884 896.

Tdlld optisella havaintimenetelmdlld on se varjopuoli, ettd se vaa-
tii varsin monimutkaisen ja kalliin laitteen, ja ettidi mittausmenet-
telyssd tarvitaan huomattava mddrd substraattia. Lisdksi entsymaat-
tista aktiviteettia ei ole mahdollista tutkia suoraan verestd, veren

sameuden vuoksil_ﬁgﬁiéi;aanwon kdytettdvd plasmaa (veren punasolut

poistettu) tai seerumia (myds fibrinogeeni poistettu).



Esilld olevan keksinn®én tarkoituksena on saada aikaan yksinkertainen
menetelmd, Jjosta edelli mainitut haitat on poistettu. Keksinndlle

on tidlldin pddasiallisesti tunnusmerkillistd se, ettd ensiksi mita-
taan kahden elektrodin vdlinen kapasitanssi pelkdn substraatin ldsné&-
ollessa, ja sen jidlkeen mitataan kapasitanssi, kun lisdksi on 1ldsnd
sitid ainetta, jonka aktiviteetti tai vidkevyys on tarkoitus mddrittdi,
jolloin kapasitanssin muutos aikayksikkdd kohti tai kapasitanssin

kokonaismuutos on aineen aktiviteetin tai vidkevyyden mitta.

Keksint6 selitetddn seuraavassa yksityiskohtaisemmin oheisen piirus-

tuksen vhteydessd, jossa

kuvio 1 esittdid s&hkOistd mittauslaitetta elektrodien vdlisen kapa-
sitanssin mittaamista varten,

kuvio 2 esitt#i mittauslaitteen vksinkertaistettua ekvivalentti-
piiridiagrammaa,

kuvio 3 esgittdd mitatun kapasitanssin kdyrdd funktiona ajasta, kun
substraatti on lisdtty,

kuvio 4 esittdd kaaviollisesti entsymaattisen aktiviteetin médri-
tysmenettelyd, '
kuVio 5 esittdd adsorboituneiden substraattimolekyylien kerrospak-
suutta ( v l/CS) liuoksen substraattipitoisuuden funktiona,

kuvio 6 esittdd kaaviollisena kuvantona immunologista reaktiota
tutkittaessa kiytettyd menettelvid, ja

kuvio 7 esittdd kaaviollisena kuvantona menettelyd silloin kun tut-
kitaan bickemiallista reaktiota, jossa vaikutetaan ympirdivdssd

liucksessa olevaan substraattiin. .. = .-
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Ensimmdisessd sovellutusesimerkissddn keksintd selitetddn seriini-
proteaasien entsymaattisen aktiviteetin mddrityksen yhteydessd.
Keksintd perustuu siihen, ettd silli substraatilla, jota kdytetddn,
on luontainen kyky adsorboitua metalliselle pinnalle ja desorboitua
kyseessd olevien entsyymien ldsnidollessa. Kuviossa 1 on esitetty
mittauslaite, jonka avulla mitataan liuokseen 4 upotettujen kahden
platinaelektrodin 2, 3 vidlinen vaihtojédnniteimpedanssi. Mittaus-
laitteeseen kuuluu impedanssi-mittaussilta 1, signaalin kehitin 5
ja hollahavaitsimella varustettu vahvistin 6. Aluksi mittauslaite
sisdltdd pelkdstddn puskuriliuosta, jonka pH on 8,2 ja ionivikevyys
0,15. N&illd pH:n ja ionivdkevyyden arvoilla kyseessd olevien tut-
kittavien entsyymien aktiviteetti on optimissaan. Kun ionividkevyys



on suuri, se aiheuttaa elektrodien polarisoitumista, jos mittaus
suoritetaan verraten alhaisessa taajuudessa (tdssd tapauksessa 100
kHz). Sarjan vastuksen Ry mddrdd elektrolyytin johtokyky, ja sen
kapasitanssin C, pddasiassa elektrodien polarisaatio ja mahdollinen

adsorboitunut molekyylikerros.

Kuvion 1 mukaan on ilmeistd, ettd mittauslaite on kytketty silla
’tavoin, ettd se muodostaa impedanssi-mittaussillan yhden haaran.
¢ Jos puskuriliuokseen lis&td&n nyt pieni m&3rd s@gaulajiawggly—

i peptidisubstraattia, joka on mainittu US-patenttijulkaisussa

,‘ﬁ§.3“§82“896;“miﬁattu kapasitanssi Cg, muuttuu ajan funktiona, katso
kuviota 3. Kapasitanssi CS pienenee ajan funktiona, katso kdyrdd a
kuviossa 3, sen johdosta, ettd polypeptidimolekyylit adsorboituvat
elektrodipinnoille. Vdhitellen saavutetaan tasapaino liuoksessa ole-
vien polypeptidimolekyylien ja elektrodipinnoille adsorboituneiden
molekyylien vdlilld. TH116in elektrodipinnoille adsorboituneena on

oletettavasti yksimolekyylinen kerros substraattimolekyylejd.

Jos nyt kuvion 3 pisteen A kohdalla lisadt8dn entsyymiliuosta, jolla
on kyky halkaista polypeptidi, mitattu kapasitanssi CS muuttuu taas.
Kapasitanssi C; suurenee ja palautuu alkuperdiseen arvoonsa, katso
kdyrdd b kuviossa 3. Tdmd kapasitanssin muutos johtuu pddasiassa
siitd, ettd lisdtty entsyymi vaikuttaa adsorboituneeseen polypepti-
diin. Tdmd lisdtty entsyymi voi olla esimerkiksi trombiinia, tryp-
siinid tai plasmiinia (seriiniproteaaseja), joka hydrolysoi poly-
peptidisubstraatin, jolloin adsorboituneet molekyylit tdydellisesti

tai osaksi irtautuvat eli "kuluvat", niin ettd mittauslaitteen kapa-

sitanssi muuttuu. Kapasitanssin muutos aikayksikkéé‘johti eli ku~

vion 3 kdyrédn b alkukaltevuus, on entsymaattisen aktiviteetin mitta.

Mittauslaite voidaan kalibroida tunnetun entsyymimddrdn avulla.
Kalibrointik&yr&dd voidaan sitten kdyttdd mitattaessa liuosta, jossa
- on tuntematon mddrd entsyymid. Veriplasmasta mitattaessa antientsyy-

’ min mEErdlld on mielenkiintoa. Mainittu miiri voidaan miArittds
. ' iis&émalla'Geriplasmaan'tunnettu midrd entsyymid. Muutaman minuutin
- kuluttua, kun antientsyymi on inhiboitunut, j&ljelld oleva entsyy-
' mim#3rd mitataan. Jos t&mi menettely suoritetaan kahdelle erilaisel-
le entsyymi- tai plasmamiddrdlle, alkuperdinen entsyymimddrd voidaan

ekstrapoloida.



Nyt selitettdvd menetelmd entsyymiaktiviteetin mddrittadmiseksi on
kaaviollissti esitetty kuviossa 4, jossa kuvio 4a esittdd mittaus-—
laitetta elektrodit upotettuna substraattiliuckseen, jolloin sub-
straattimolekyylit S ovat jakautuneina liuoksessa oleviksi molekyy=-
leiksi ja elektrodipinnoille adsorboituneiksi molekyyleiksi. Kun pi-
toisuus on pieni, niiden vdlinen suhde pysyy vakiona. Kun suhde suu-
renee, elektrodipinnat tdyttyvdt vdhitellen, ja yhd pienempi osa
lisdtyistd molekyyleistd adsorboituu. Kuvion 5 diagramma esittdad
kerroksen paksuutta polypeptidisubstraatin eri vidkevyyksissd (1 mM
0,5 ml:ssa puskuriliuosta sisdltdvin polypeptidin eri mddrissd).
Diagrammasta selvidd, ettd todenndkbisesti yksimolekyylinen kerros
peptidimolekyvlejd adsorboituu suurissa peptidipitoisuuksissa. Jos
substraattia vield lisdtddn, td8md suurentaa pddasiassa liuoksessa

olevien molekyylien lukumddr&s.

Jos nyt lisdtdidn jotakin entsyymid, katso kuviota 4b, entsyymimole-
kyylit E vaikuttavat liuoksessa oleviin molekyyleihin sekd adsorboi-
tuneihin molekyyleihin. Kuviossa 4c on esitetty, miten sarjan kapa-
sitanssi Cg muuttuu, kun substraattimolekyylejd S ja sen jdlkeen
entsyymimolekyylejd E lisdtdédn. Koska mittauslaite havaitsee ai-
noastaan adsorboituneiden molekyylien lukumidridn vaihtelut, on
toivottavaa, ettd niin suuri osa entsyymistd kuin mahdollista vaikut-
taa adsorboitunei%&n molekyyleihin. Herkkyyden optimi on ndin ollen

- odotettavissa silloin kun ldsna on tletty madrd llsattya peptidid.

Alhaisessa peptidipitoisuudessa tapahtuu herkkyyden menetystd, koska

elektrodipintojen tdyttymissuhde on pieni, ja suurissa pitoisuuksis-

sa suurin osa lisdtystd entsyymistd vaikuttaa liuoksessa oleviin mo-
LAY lekyyleihin. Mittauksetkin osoittavat, ettd t&llainen QQEimi on

olemassa.
TG N

Edelld selitetyssd esimerkissd substraattina on US-patenttijulkai-
sussa 3 884 896 selitettyd tyyppid olevaa polypeptidia, jolla on
herkkyyttd trombiinille ynnid muille peptidi-peptidohydrolaasi-tyyp-

TTM,Qj“yFisille proteolyyttisille entsyymeille. Substraatti, jota on kdy-

v
-
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o o etty, hydrolysoidaan kyseessd olevien entsyymien lédsndollessa, jol=-
v, e
: loin se kehittdd varid kantavan tuotteen, joka voidaan mitata

\r“_/\

Qspektrofotometrlsestl. Substfaatti jota on kdytetty, ei misééén
nlmESSd ole optlmaallnen edella selitettyd sdhkdistid havalntla var-
ten, mutta pada51a on se, ettd substraatti perusteellisesti tarttuu

SO IVINN kiinni elektrodeihin ja ettd me;ki@sgva_o§a irtoaa entsymaattisessa

hydrolyysissd, joka aiheuttaa merkitsevén muutoksen metallielektro-
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vmlsek51 substraatln el plda kokonaan Lyllastaa plntaa.

dien kapasitanssissa. Substraatin on ndin ollen tartuttava kiinni
silld tavoin, ettd entsyymi pddsee kdsiksi "herkkdadn" sidokseen.

Kokeet ovat osoittaneet, etti parhaan havalntltehokkuuden saavutta-

L
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Selitetyssd esimerkissd substraatti on myds lisdtty puskuriliuok-
seen mittauslaitteessa, minkd Jjdlkeen substraatti adsorboituu metal-
lielektrodeille. Erds vaintoehto on varustaa elektrodit substraatti-
kerroksella ennen mittausta, so. kdyttdd esivalmistettuja elektrode-
ja, ja tutkia aiheutuvan kapasitanssin muutosta kun nidmd elektrodit
upotetaan kyseessid olevaan entsyymiliuokseen. N#éin ollen ei ole vilt-
témdtdntd, ettd substraatti adsorboituu metallielektrodille, sub-
straatti voi esimerkiksi olla kemiallisesti sidottu elektrodipintaan,
edellyttden, ettd substraattimolekyyleilld on sellaiset ominaisuudet,
ettd entsyymi pddsee kdsiksi "herkkddn" liitokseen, ja ettd osa
substraattimolekyyleistd tai ne kaikki irtoavat, kun entsyymi vai-

kutta molekyyleihin.

Kuvio 6 esittdd esimerkkid, jossa mittauslaitetta kdytetdin tyyppid
antigeeni-vasta-aine-sidonta olevan immunologisen reaktion tutkimi-
seen. Edelld selitetyn esimerkin mukaan kahden elektrodin 2, 3 vi-
linen kapasitanssi mitataan impedanssi-mittaussillan 1 avulla,

jonka rakenne on samanlainen kuin kuviossa 1. Elektrodipinnat ovat
joko jo alunperin e51valmlstetut antlgeenellla, tai elektrodit on
upotettu antlgeeneja 51Sdltavaan liuokseen, jolloin antigeenit ad-
sorboituvat elektrodipinnoille ja kapasitanssi mitataan tdssid tapauk-
sessa. Sitten elektrodit upotetaan vasta-aineita sisdltHvd&dn liuok-
seen, jolloin vasta-aineet sitoutuvat adsorboituneihin antigeenei-
hin niin ettd elektrodien pinnalla oleva kerros paksunee, so. kapa-
sitanssi CS pienenee. Kuvio 6a esitt84 elektrodeja upotettuina pus-
kuriliuokseen 4 ja kun antigeenimolekyyleji (merkitty kirjaimella S)
lisdtddn, antigeenimolekyylejd adsorboituu elektrodipinnoille, kun-
nes vihdoin syntyy tasapaino liuoksessa olevien antigeenien ja
elektrodipinnoille adsorboituneiden antigeenien vidlille, katso ku-
viota 6b. Kuviossé 6c esitetddn wihdoin vasta-aineiden E lisddmi~-
nen liuokseen. Jotkin vasta-aineista ovat sidottuina liuoksessa ole-
viin antigeeneihin ja jotkin niistid elektrodipinnoilla oleviin an-
tigeeneihin. Tédssdkin esiintyy lopulta tasapaino, katso kiayrii 64,
joka esittdd elektrodipintojen vilistd sarjakapsitanssia Cg ajan

funktiona, kun lisdt&ddn antigeenia (S) ja vasta-aineita (E). Kidyrin
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alkukaltevuuden vasta-aineiden (E) lisddmisen jdlkeen mddrdd vasta-
aineiden pitoisuus ja se on pitoisuuden kvantitatiivinen mitta. Vas-
ta —aineiden pitoisuuden kvantitatiivinen mitta voidaan saada myOs

kapasitanssin kokonaismuutoksesta vasta—-aineita lisdttdessd.

Nyt selitettdvédssid esimerkissid kdytettdvia erltylssubstraattl kOOStuu

asta-alne1sta, joiden molekyyleilld on oltava kyky tarttua elektro—

deihin 51lla tavoin, ettd vasta-aineiden molekyylit voivat sitoutua
antigeenimolekyyleihin, ja lisdksi, ettd muodostuvan antigeeni-vasta-
ainekerroksen on pysyttdvid riittdvian lujasti elektrodilla. Jos anti-
geeni-vasta-ainekompleksi irtoaa elektrodipinnasta, niin tdmd mene-

telmd toimii edellisen esimerkin mukaan.

Vasta—-aineidenkin havalnt;}n ndhden on olemassa optimaalinen anti-
geenipitoisuus, ]Okéfillépuu liuoksessa olevien antigeenien ja

elektrodien pinnalla olevien antigeenien vélisesti tasapainosta ja
jopa yksindisten ja sidottujen antigeeni- ja vasta-ainemolekyylien

tasapainosta.

Siind tapauksessa, ettd tutkittavana oleva aine vaikuttaa ainoastaan

livoksessa olevaan substraattiin, menetelmid suoritetaan seuraavalla

=~ tavalla.

Kun mittauslaitteessa olevaan liuckseen lisdtddn ainetta, joka vai-
kuttaa ainoastaan liuoksessa olevaan substraattiin, niin substraatti-
molekyylien pitoisuus alenee. Liuocksessa olevan substraatin ja ad-
sorboidun substraatin vdlisen tasapainon ylldpitdmiseksi absorboi-
tunut substraatti l&htee irti elektrodipinnasta, mistd seuraa, ettd
clektrodipinnassa oleva kerros ohenee ja kapasitanssi Cg suurenee,
katso kuviota 7d. Kapasitanssin muutoksen aikayksikkodd kohti eli
kdyran kaltevuuden, kun kyseessd olevaa ainetta lisdt#ddn, mddrdd ta-
mdn aineen pitoisuus, ja kaltevuus antaa kvantitatiivisen mitan tés-
td. Sama koskee kapasitanssin kokonaismuutosta (pitkdn ajan kulut-

tua) , jota ndin ollen voidaan kdyttdid kyseessid olevan aineen pitoi-

‘suuden tai aktiviteetin mittana.

Monissa tapauksissa lis&dtty aine vaikuttaa sekd liucksessa olevaan
substraattiin ettd elektrodeilla olevaan substraattiin. Kapasitans-
sin muutos riippuu tdlldin kahdesta prosessista, mutta on silti 1li-

sdtyn aineen pitoisuuden tai aktiviteetin mitta.



Edelll selitetyissid esimerkeissd kdytettiin platinaelektrodeja.
Elektrodiaineena voidaan kdyttdd muitakin metalleja. Sellaiset me-
tallit kuin kupari, hopea, molybdeeni, titaani, kulta, palladium

ja nikkelikromi ovat myds osoittautuneet toimivan elektrodiaineina.
On kuitenkin selvdid, ettd muitakin elektrodityyppejd, kuten puoli-
johdinelektrodeja, voidaan kdyttdd. Esimerkkeihin ndhden on lisdksi
voimassa se, ettd impedanssi-mittaussilta mieluimmin on varustettu
ulosgtuloilla, jotka osoittavat kyseessd olevan ndytteen kapasitans-
sin muutosta aikayksikkOd kohti ("hetkellinen entsyymiaktiviteetti”)
ja kapasitanssin kokonaismuutosta ("intergroitu entsyymiaktiviteet-—
ti").

Esillé oleva keksintd ei ole rajoitettu edelld olevien esimerkkién
mukaisiin menetelmiin, vaan monenlaisia modifikaatioita voidaan teh-

dd keksinndn hengestd ja puitteista poikkeamatta.

Patenttivaatimukset

1. Menetelmd entsymaattisten ynnd mu1den biockemiallisten reaktioi-

--- —

‘den tutkimiseksi, joissa se aine, jonka akt1v1teettl/p1t01suus on

tarkoitus médrittdd, vaikuttaa substraattiin, joka on spesifinen

kyseessd olevalle reaktiolle, t unne t t u siitd, etti sgbstraa-

o

7$tllla paallystetyllla elektrodeilla varustetun mittauslaitteen kapa-

sitanssi mAdritetdin vertailuarvona, minkd jdlkeen se aine, jonka

aktiviteett%/pitoisuus on tarkoitus maddrittdd, lisidtddn mittauslait-
teeseen, miﬁké'j&lkeen suoritetaan kapasitanssin muutoksen mittaus,
ey f;!ﬂ'jonka muodossa saadaan kvantitatiiviﬁen mitta sen aineen aktivitee-
tlsta/plt01suudesta, joka on nédytteessid ldsnd ja véikuttaa elektro-

."‘4\, \r'b
/ 4 delhln sidottuun spesifiseen substraattiin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t t u siitéd,
ettd elektrodipinnoilla oleva substraattikerros muodostetaan upot-
tamalla elektrodit liuockseen, jossa on elektrodipinnoille adsorboi-
tumiskykyistd substraattia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un n e t t u siiti,
ettd sitd ainetta lisdttdessd, jonka aktiviteetti tai pitoisuus on
tarkoitus m8idrittdd, elektrodipinnoille adsorboituneet substraatti-

molekyylit dissosioituvat tdydellisesti tai osittain.

i 4, Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un ne t t u siiti,



L
g e

yl ;... ’

o,
[t \J"\

s

ettd sitd ainetta lisdttdessd, jonka aktiviteetti tai pitoisuus on
tarkoitus md&drittdd, adsorboituneet substraattimolekyylit sitovat
lisdtyt molekyylit, jolloin elektrodipinnoilla olevan kerroksen

paksuus suurenee.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t t u siiti,
ettd elektrodien vdlinen kapasitanssi mitataan sdhkdisen impedanssi-

mittaussillan avulla.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unn e t t u siitd,
ettd mddritys suoritetaan seriiniproteaasille, jolloin substraatti
koostuu synteettisistd, halkaistavissa olevista polypeptideistd,

jotka ovat spesifisid seriiniproteaaseille.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unn e t t u siitd,

ettd substraatti on kaavan

Q 0 (0]
Rl - NH - ?H - L - NH - ?H - L -~ NH - CH - é - NH =~ R5
R2 R3 (CHz)n
ITH
Ry

mukaista ainetta tai jotakin sen suolaa, jossa kaavassa R; on vety,
jokin alkyylikarbonyyli, jossa on 1-12 hiiliatomia, jokin w-amino-
alkyylikarbonyyli, jossa on 1-12 hiiliatomia suorassa ketjussa,
sykloheksyylikarbonyyli, wp-sykloheksyylialkyylikarbonyyli, jossa on
1-6 hiiliatomia suorassa ketjussa, 4-aminocetyyli-sykloheksyylikarbo-
nyyli, bensoyyli, yhdellid tai useammalla, halogeeniatomien, metyylin,
amino- ja fenyyliryhmien joukosta valitulla substituentilla substi-
tuoitu bensoyyli, jokin w-fenyylialkyyli-karbonyyli, jossa on 1-6
hiiliatomia suorassa ketjussa, benseenisulfonyyli, 4-tolueenisulfo-
nyyli tai N“—bensoyyli-fenyylialanyyli; Ry on fenyyli, bensyyli,
4-hydroksibensyyli, 4-metoksibensyyli tai 4-metyylibensyyli; R3 on
suoraketjuinen, haaraketjuinen tai syklinen alkyyli, jossa on 3-8
hiiliatomia, fenyyli tai bensyyli; n on 3 tai 4; Ry on vety tai gua-
nyyli; ja Rg on fenyyli, nitrofenyyli, metyylinitrofenyyli, dinit-
rofenyyli, naftyyli, nitronaftyyli, kinolyyli tai nitrokinolyyli.
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8. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unn e t t u siitd,
ettd adsorboituneet substraattimolekyylit ovat niiden molekyylien
inhibiittoreita, joiden aktiviteetti tai pitoisuus on tarkoitus mdd-

ritt3di.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, adsorboituneet sub-
straattimolekyylit koostuvat niiden hormoonien reseptoreista, joiden

aktiviteetti tai pitoisuus on tarkoitus mdarittad.

10. Biokemiallisesti spesifiselld substraatilla pddllystetyt
elektrodit sellaisten ainei%ten maddritystd varten, joilla on entsy-
maattista, immunologista tai muuta bickemiallista aktiviteettia,
tunne¢ttu siitd, ettd madritettdvd aine vaikuttaa substraat-
tiin silld tavoin, ettd kapasitanssi pddllystetyt elektrodit sisdlté-
vadssd mittauskennossa muuttuu niihin vertailuarvoihin verrattuna,
jotka on mitattu mittauslaitteessa ilman substraattiin vaikuttavaa
ainetta.
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