MU

F 12000863678

B) (11) KUULUTUSJULKAISU
(B) ¢ )UTLAGGNINGSSKRIFT 96367

C (45) Patentti mydunetty
Patent meldelat 10 06 1998

(51) Kv.1k.6 - Int.c1.6
G 0IN 33/546, 33/533, 33/58, 21/64

21) Patenttihakemus = Patentansdkning 944865
SUOMI-FINLAND ©V »
(22) Hakemispdivd - Ansdkningsdag 17.10.94
(FI) (24) Alkupdivd - Lopdag 17.10.94
(41) Tullut julkiseksi — Blivit offentlig 29.02.96

Patentti- ja rekisterihallitus

44) Nihtiviksipanon ja kuul.julkaisun pvm. -

Patent- och registerstyreisen Ansbkan utlagd och utl.skriften publicerad 29.02.96

(71)

(72)

(74)
(54)

(56)

(57)

Hakija - Sékande

1. Soini, Erkki Juhani, Parainen, Krypingintie 20, 21610 Kirjala, (FI)
2. Savitsky, Alexander Pavlovich, Selskohozajstvennaja, UL. 11-3-43, 129226 Moskva,

Russian Federation, (RU)
Keksija - Uppfinnare

1. Soini, Erkki Juhani, Parainen, Krypingintie 20, 21610 Kirjala, (FI)
2. Savitsky, Alexander Pavlovich, Selskohozajstvennaja, UL. 11-3-43, 129226 Moskva,

Russian Federation, (RU)
Asiamies - Ombud: Turun Patenttitoimisto Oy
Keksinndn nimitys - Uppfinni .gens bendmning

Biospecifinen midritysmenetelmd
Biospesifik bestdmningsmetod

Viitejulkaisut - Anférda publikationer

FI C 90695 (G OIN 33/546), EP A 71991 (G OIN 33/58), EP A 127797 (C 07D 487/22),
EP A 126450 (G OTN 33/58], US A 5028545 (G OIN 33/566)

TiivisteIlmd - Sammandrag

Keksint® koskee biospesifista moniparametrista
madritysmenetelmasa, Jjossa kaytetaan ennakolta
valmistettujen, eri luokkiin jaettujen ja eri analyytteja
edustavien mikropartikkeleiden seosta. Eri luokkia
edustavat mikropartikkelit on paallystetty eri
analyytteja sitovilla biospesifisilla reagensseilla Jja
partikkelit §;saltavat yhta. tal useampaa fluoresoivaa
tetrapyrrofi}hdistetta yhtena tal useampana pitoisuutena
mikropartikkeliluokasta riippuen.

Tetrapyrroliyhdisteiden fluoresenssiemission voimakkuus
ilmaisee mikropartikkelin luokan ja luminesenssin emissio

ilmaisee mikropartikkeliin sitoutuneen analyytin maaran.

Uppfinningen gédller en biospecifik multiparametrisk
bestdmningsmetod, d&r man anvander en blandning av p&
forhand tillverkade, i olika kategorier indelade
mikropartiklar som representerar olika analyter.
Mikropartiklar horande till olika kategorier ar belagda
med olika biospecifika reagens, som binder olika
analyter och mikropartiklarna innehdller en eller flera
olika fluorescerande tetrapyrrolféreningar i en eller
flera koncentrationer beroende pa mikropartikelkategorin.b
Styrkan hos tetrapyrrolféreningarnas fluorescensemission
anger mikropartikelns kategori och luminiscensemissionen

anger mangden av analyt bunden till mikropartikeln.
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BIOSPESIFINEN MAARITYSMENETELMA

Immunomddritys on vakiintunut biospesifinen
mddritysmenetelmd8 ja sen eri sovellutuksia kdytetdidn
laajalti rutiinidiagnostiikassa ja tutkimustoiminnassa.
Toinen biospesifisten médritysten ryhmd, joskin vieli
kehityksen alaisena oleva, on DNA- ja
RNA-hybridisaatiomddritys. Tavallisimmin ndmd menetelmit
perustuvat merkkiainetekniikkaan, joka tarkoittaa sita,
ettd spesifiseen reagenssiin on liitetty leima. Nykyisin
kdytettyjd leimoja ovat radioisotoopit, entsyymit,
luminoivat leimat ja fluoresoivat leimat.
Rutiinidiagnostiikassa on jatkuvasti kasvava moniparametri-
sen analytiikan tarve. Valitettavasti nykyiset menetelmdt
eivdt salli useamman kuin kahden tai kolmen samanaikaisesti
mitattavan bicaffinitettireagenssien leiman kdyttdd, koska
ndiden eri leimojen antamien signaalien spektrometrinen
erottelu ei ole mahdollista riittdvdlla tarkkuudella. Eri
radioisotooppien tai fluoresoivien leimojen emissiokaistat
peittdvdt huomattavasti toisiaan ja sen seurauksena eri
analyyttien erottelu samasta ndytteestd on huonoa

vaaditulla pitoisuusalueella.

Moniparametrinen mddritys voidaan tehdd mm. siten, ettd
kutakin analyyttid vastaavat spesifiset
bicaffiniteettireagenssit on kiinnitetty eri
mikropartikkeleihin, jotka toimivat kiinteini
reaktioalustoina reaktioliuoksessa, jossa on tarpeelliset
reagenssit ja johon lis&dtddn ndyte. Mikropartikkelien
sisddn tai pintaan on liitetty yksi tai useampi fluoresoiva
vdriaine D;, D, D3, ... D¢ (jdljempdnd D,) kyseessd olevan
mikropartikkelin ja samalla analyytin tunnistamiseksi
nédiden fluoresoivien vdriaineiden antamien signaalien
avulla. Jokaisen partikkelin pinnalla tapahtuva
biospesifinen reaktio mittaa ko. partikkelille spesifistd
analyyttid ja reagensseihin liitetty fotoluminesenssia
antavan leiman F signaalin perusteella mddritetdan ko.

analyytin pitoisuus reaktioliuoksessa. Ndissd tunnetuissa
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menetelmissd kdytettdvidt fluoresoivat viriaineet Dy ja
fotoluminoiva leima F on valittu siten, ettd niiden
antamat signaalit voidaan erottaa toisistaan signaalien
eriaikaisuuden avulla.

Jéljempdnd olevassa tekstissa nimitet#in mikropartikkelin
luokan tunnistamisessa kdytettdviid variaineita Dy
fluoresoiviksi vdriaineiksi ja biospesifisen reaktion
leimana kdytettdvdd ainetta F fotoluminoivaksi leimaksi, ja
viimeksi mainittu voi olla joko fluoresoiva, fosforoiva tai
kemi- tai bioluminesenssia synnyttdvi leima.

Edelld kuvatussa menetelmidssi mikropartikkeleiden luokan
mddritys voi perustua mikropartikkelin sisdltdmin yvhden
lyhytikdisen vdriaineen pitoisuuden mittaamiseen siten,
etta kyseessd olevan viriaineen pitoisuus vaihtelee eri
luokkiin kuuluvissa mikropartikkeleissa esim. 1, 2, 4, 8,
jne. Edellisen lisdksi mikropartikkelin luokan méddritys voi
tapahtuu kahden tai useamman vidriaineen kombinaation
perusteella. Bioaffinitettireaktion mittaamista varten
nédissd menetelmissd voidaan kdyttdd fotoluminoivana leimana
fluoresoivaa lantanidikelaattia (US-pat. no 5,028,545),
bio- tai kemiluminoivaa yhdistettd (FI-pat. no. 89837) tai
fosforoivaa yhdistettd (FI-pat. no. 90695).

Muissa edelld mainituissa patenttijulkaisuissa kuvatut
menetelmdt perustuvat sellaisten fluoresoivien ja
fotoluminoivien leimojen samanaikaiseen kdyttddén, joilla on
eri pituiset emission purkautumisajat. Nimi menetelmit
perustuvat erityisesti siihen, ettd fotoluminoivan leiman F
signaali voidaan mitata laajalla dynamiikka-alueella ilman,
ettd fluoresoivien leimojen D, signaalit hidiritsevit
signaalia F, koska emissiot tapahtuvat oleellisesti eri
aikoina. Kdytdnndssi tdmid tarkoittaa sitd, ettd mittaus
suoritetaan aikaerotteisella mittausmenetelmilli, joka
erottaa tehokkaasti lyhytikdisen fluoresenssiemission
pitkdikdisestd emissiosta. VAriaineiden Dy ja leiman F

w TR RS A
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viritys tapahtuu valopulssilla ja vdriaineiden Dy
purkautumisaika on yleensd ainakin kaksi kertalukua
lyhyempi kuin leiman F. Jos fotoluminoivana leimana
kdytetddn leimaa, jonka emission purkautunisaika on 10-1000
mikrosekuntia (esim. lantanidikelaatteja tai
metalloporfyriinejd), voivat vdriaineet D, voivat olla
tavanomaisia fluoresoivia védriaineitd, joiden fluoresenssin
purkautumisaika on lyhyempi kuin 10 ns. Jos fotoluminoivana
leimana kdytetddn bio- tai kemiluminoivaa leimaa, jonka
emission purkautumisaika on vdhint&&n useita sekunteja ja
lisdksi kemiallisella aktivaattorilla liipaistavissa,
voivat vdriaineet D, olla paitsi tavanomaisia fluoresoivia
vidriaineita myds esimerkiksi lantanidikelaatteja tai
metalloporfyriinejd tai muita fluoresoivia tai fosforoivia
yhdisteitd, joiden emission purkautumisaika on yleensa
vdhintdin 10 mikrosekunnin ja enintddn 10 millisekunnin

pituinen.

On selvdid, ettd tdssd menetelmdssd tarvittava mittauslaite
tulee yksinkertaisemmaksi, jos kaikkien fluoresoivien
vidriaineiden D, viritysaallonpituus on sama ja
emissiocaallonpituudet eroavat toisistaan niin paljon, etta
ne voidaan yksinkertaisin spektrometrisin menetelmin

erottaa toisistaan.

Esimerkkind tdllaisista fluoresoivista vdriaineista voidaan
mainita esim. kaupallisesti saatavat ja yleisesti kdyt&ssa
olevat fluoresoivat vdriaineet fluoreskeiini, RBE
(rhodamiini), RBE + Texas Red ja RBE + CY, joista kaksi
viimeksi mainittua on ns. "tandem"-vdriaineita eli kahden
vidrin konjugaatteja. Tandem-vdriaineissa tapahtuu tehokas
energiasiirto variaineelta toiselle ja viritys tehdaan
ensimmdisen vidriaineen viritysaaltopituudella ja emissio
saadaan toisen viAriaineen emissioaaltopituudella. Ndiden
neljan vdriaineen yhdistelmdd voidaan virittdd yhdella ja
samalla aaltopituudella 488 nm ja emissiot tapahtuvat 520,
560, 613 ja 680 nm:n aaltopituuksilla. Vastaavia usean
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vdriaineen ja tandemvdriaineen yhdistelmid tunnetaan

muitakin.

Toinen esimerkki vdriaineiksi D, sopivasta yhdistelmisti

ovat lantanidi-ionien Tb, Dy, Eu ja Sm fluoresoivat
kelaatit (FI-pat. hak. no. 931198). Koska ndiden kaikkien
kelaattien ligandeilla on absorptio 300-360 nm alueella,
voidaan niiden fluoresenssi virittdsd yhdelld ja samalla
aaltopituudella. Ndiden kelaattien emissiocaaltopituudet
ovat vastaavasti 545, 575, 613 ja 643 nm.

Kolmas esimerkki vdriaineiksi D, sopivasta yhdistelmdsti
ovat epdorgaaniset yttriumoksidisulfidin ja sinkkisulfidin
yms. mikrokiteet, joita kdytetddn yleisesti vdrillisina
loisteaineina esim. televisioputkissa. Ndissid aineissa
kdytetddn fluoresenssin aktivaattorina esim lantanideja tai
muita metalleja jotka mddrddvdt kiteen fluoresenssin

emissiocaallonpituuden.

Tdmd keksintd liittyy edelld kuvatuissa moniparametrisissi
biospesifisissd mddritysmenetelmissd kyseeseen tulevien
fluoresoivien vdriaineiden D, valintaan. N&4ilti aineilta
tulee vaatia seuraavia ominaisuuksia: 1) Niilld tulee olla
yhteinen fluoresenssin viritysallonpituus ja mielell&din
biocaffiniteettileiman virityskaistalla, 2) niilld tulee
olla erilliset kapeat toisistaan helposti spektrometrisesti
erotettavat fluoresenssin emissiokaistat, 3) niiden
fluoresoivien viritystilojen purkautumisaijan tulee olla
fotolumivoivan leiman emission purkautumisaikaan nihden
lyhyt eli nanosekuntiluokkaa, jos fotoluminoivana leiman
kdytetddn esim. lantanidikelaatteja tai
metalloporfyriinejd. Lis&ksi keksinnén toimivuudelle on
edullista, jos 5) niilld ei ole pienessdkddn midrdssi
pitkdikdisid fluoresoivia tai fosforoivia viritystiloja ja
jos 6) ndmd yhdisteet ovat kemiallisesti stabiileja ja
voimakkaasti fluoresoivia mikropartikkelien polymeerissid ja

jos niiden viritysallonpituuksien ja
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emissiocaallonpituuksien erotus on suuri.

Keksinndn tunnusmerkit ilmenevat patenttivaatimuksessa 1.
Keksinndlle on tunnusomaista, ettd fluoresoiviksi
viriaineiksi D, on valittu yksi tai useampi seuraavien
tetrapyrroli-yhdisteluokkien johdannaisista: porfyriinit,
kloriinit, bakteriokloriinit, klorofyllit, purpuriinit,
feoforbidit, ftalosyaniinit ja naftalosyaniinit, jolloin
valituilla vdriaineilla Dy on

- yhteinen fluoresenssin viritysaallonpituus, Jja

- erilliset kapeat toisistaan helposti spektrometrisesti
erottuvat fluoresenssin emissiokaistat, ja

- niiden fluoresenssin viritystilojen purkautumisaika on
lyhyt verrattuna fotoluminoivan leiman F emission

purkautumisaikaan.

Koska tdmin keksinnén tarkoittamassa sovelluksessa
kyseeseen tulevien fluoresoivien tai fosforoivien
biocaffinitettileimojen virityskaistat ovat 300nm-420nm
alueella, eivdt ylempdnd mainitut vdriaineet
(fluoreskeiini, RBE, RBE + Texas Red ja RBE + CY)
samoinkuin monet muutkaan yleisesti kdytdssd olevat
tavanomaiset fluoresoivat vdriaineet tai tandem-variaineet,
joita on kaytetty mikropartikkelien vdrjddmiseen, tayta
edelli mainittua ehtoa 1. Naiden aineiden emissiospektrit
ovat suhteellisen leveitd, eivdtkd sen vuoksi my&skdan
tdytd edelld mainittua ehtoa 2 riittdvén hyvin. FI-pat.
hakemuksessa no. 931198 kuvatussa menetelmdssd kaytetyt
lantanidikelaatit eivat tdytd ehtoa 4 ja 5. Sama koskee

myds fluoresoivien mikrokiteiden kayttda.

Tamad keksintd liittyy mikropartikkelien tunnistamisessa
kdyttdvien vdriaineiden valintaan ja keksinndn sis&ltd on
erityisesti siind, ettd edella mainittuja ehtoja 1-6
tiyttdvia yhdisteitd 1lOytyy seuraavien
tetrapyrroliyhdisteiden joukosta: porfyriinit, kloriinit,

pakteriokloriinit, klorofyllit, purpuriinit, feoforbidit,
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ftalosyaniinit ja naftalosyaniinit. N&#illi vyhdisteilld on
yleensd levedt toisensid peittdvit absorptiokaistat
ldhiultraviolettialueella (320nm-450nm) ja kapeat erilliset
fluoresenssin emissiokaistat punaisella ja
ldhi-infrapuna-alueella (600nm-800nm). Nditd yhdisteita
voidaan tuottaa synteettisesti tai mikrobiologisesti
(Porphyrins, D.Dolphin,Ed.,Elsevier,
Amsterdam-N.-Y.-London, 1980, V.1-3) ja niiti on kdytetty
erilaisissa analyyttisissi sovelluksissa (D.B. Papkovsky,
Appl. Fluor. Technology 3 (1991) 16-23; EP 0127797; EP
0071991; Russian patent SU 1,659,477).

Esimerkkeind tetrapyrroliyhdisteistd esitetdin seuraavat:
1) deuteroporfyriini IX

2) mesoporfyriini IX

3) protoporfyriinin (IX) dimetyyliesteri

4) oktaetyyliporfiini

5) tetrafenyyliporfiini

6) tetra-(2-metoksi)-fenyyliporfiini

7) koproporfyriinin dimetyyliesterin kloriini

8) koproporfyriinin dimetyyliesterin bakteriokloriini
9) alumiiniftalosyaniini

10)sinkkiftalosyaniini.

Taulukossa 1 on esitetty ndiden tetrapyrroliyhdisteiden
1-10 viritysaallonpituudet (A exc) ja emissiocaallonpituudet
(,Kem). Kuvissa 3a-3j on esitetty ndiden yhdisteiden
viritys ja emissiospektrit. Voidaan todeta, ettd mitattujen
yhdisteiden spektrit tdyttdvit ehdot 1-3.

Nditd tetrapyrroliyhdisteitd voidaan moniparametrisessa
mddritysmenetelmdssid tdydentdd muilla tunnetuilla
orgaanisilla fluoresoivilla yhdisteilld, joilla on sama
viritysaallonpituus ja joiden emissiokaista on
tetrapyrroliyhdisteiden emissioalueen lyhyemmilli puolella.
Esimerkkind t&llaisesta yhdisteestid taulukossa 1 on
esitetty kumariini 120.

] TR AR
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Kuvassa 1 on esitetty kdyrid, jotka kuvaavat ndiden
tetrapyrroliyhdisteiden 1-10 emissioiden
purkautumis-nopeuksia. Kdyrdstdn logaritminen pystyakseli
ilmaisee signaalin voimakkuuden ja vaaka-akseli ilmaisee
aikaa millisekunteina. Mittausta varten yhdisteet oli
sekoitettu kiinteddn polymeerimatriisiin (Merckoglas) ja
kdyrdt mitattiin aikaerotteisella fluorometrilld. Kayra 11
on puhtaalla matriisilla saatu tulos, jonka emission
purkautumisajan tiedetddn olevan lyhyt. Kdyra 12 on
tyhjdstd kyvetistd saatu tulos. Tuloksista voidaan
padtelld, ettd ko. yhdisteiden 1-10 emission
purkautumisaika on lyhyt ja ne tdyttdvdt ehdon 4.

Kuvassa 2 on esitty ndiden samojen ndytteiden pitkaikdisen
emission voimakkuudet aikaikkunassa, joka alkaa 100
mikrosekuntia ja loppuu 1000 mikrosekuntia virityspulssin
jédlkeen. Tuloksista voidaan todeta, etta
signaalivoimakkuudet eivdt eroca merkittdvdsti kumariinin
(11), puhtaan matriisin (12) ja tyhjén kyvetin (13)
antamista signaalivoimakkuuksista yhdistettda 4
lukuunottamatta, jonka pitkdikdinen emissiokomponentti on
kaksi kertaa voimakkaampi kuin muiden yhdisteiden.
Kaksinkertainen ero ei kuitenkaan ole merkittdva tdssa
sovelluksessa. Tuloksista voidaan pd&dtelld, ettd ko.
yhdisteilld ei esiinny pitk&ikdisid fluoresoivia tai

fosforoivia viritystiloja ja ne t&yttdvat ehdon 5.

Kuvissa 3a, 3b,....3j on esitetty tetrapyrroli-yhdisteiden
1-10 ja kuvassa 3k kumariinin viritys- ja emissiospektrit.
Niistd spektreistd voidaan helposti todeta, ettd niiden
joukosta on helppo valita aikakin kolme eri yhdistetta,
joiden emissiospektrit erottuvat selvdsti toisistaan.
Esimerkkind on kuvassa 4b esitetty kolmen yhdisteen 1,6 ja
10 emissiospektrit yhdessd kumariinin emissiospektrin
kanssa. Kunkin yhdisteen emissio voidaan mitata vdhintdan
vhden kertaluvun dynamiikka-aluella ilman toisesta
yhdisteestd aiheutuvaa interferenssid, kun toisten

yhdisteiden pitoisuudet vaihtelevat yhden vastaavassa
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mddrdssd. Samojen yhdisteiden viritysspektrit on esitetty
kuvassa 4a. Kaikki yhdisteet virittyvdt 350-400 nm
aallonpituuskaistalla. Yhdisteet olivat kiintedssi
matriisissa (Merckoglas). Yhtendinen viiva esittii
viritysspektrid ja katkoviiva emissiospektrii.

Mikropartikkeleita, joiden sis#lld, pintakerroksessa tai
pinnassa on fluoresoivia vdriaineita kuten
tetrapyrroliyhdisteitd, voidaan valmistaa monilla eri
tunnetuilla tavoilla. VAriaineet voidaan liittis
partikkeleiden pintaan kovalenttisesti, jos partikkelien
pinnassa on kemiallisesti aktiivisia ryhmia (Mclday, R.S.
et al., J.Cell.Biol., 1975, 64, 75-88). Vdriaineita
voidaan imeyttdd mikropartikkelien pintakerrokseen siten,
ettd mikropartikkelit turvotetaan ensin orgaanisessa
livottimessa ja viriaineen imeyttdmisen jdlkeen orgaaninen
liuvotin pestddn ja haihdutetaan pois. Ndm& menetelmidt on
kuvattu mm. seuraavissa mikropartikkelien valmistajien
julkaisuissa: Dyeing Large Particles, julkaisija The Dow
Chemical Co.,1972 ja Uniform Latex Particles, julkaisija
Seragen Diagnostics Inc. Luonnollisesti viriaineet voidaan
lisdtd mikropartikkelien valmistuksen vyhteydessd ennen
polymerisaatiota.

Alan ammattimiehelle on selvd&d, ettd keksinndn erilaiset
sovellutusmuodot voivat vaihdella jédljemp&nd esitettdvien
patenttivaatimusten puitteissa.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Biospesifinen moniparametrinen mddritysmenetelmd, jossa
kdytetddn ennakolta valmistettuja, eri luokkiin jaettuja ja
eri analyyttejd edustavia mikropartikkeleita kiinte&na
kantajana, jossa eri luokkiin kuuluvat mikropartikkelit on
pddllystetty eri analyyttejd sitovilla biospesifisilli
reagensseilla, jossa mikropartikkeleihin on liitetty niiden
tunnistamista varten yksi tai useampia fluoresoivia
védriaineita D, yhtend tai useampana pitoisuutena
partikkeliluokasta riippuen, jossa menetelmissi

- sekoitetaan eri luokkiin kuuluvat mikropartikkelit ja
lisdtddn analysoitava ndyte seokseen ja lisdtdin seokseen
fotoluminesenssia antavalla leimalla F leimatut
biospesifiset reagenssit, ja

- aktivoidaan fluoresoivat vdriaineet D, ja
fotoluminesenssia antavat leimat F, ja

- mitataan aikaerotteisella fluorometrilli
mikropartikkelien védriaineen D, fluoresenssin voimakkuus
mikropartikkeliluokan tunnistamiseksi ja leiman F
fotoluminesenssin voimakkuus eri analyyttim#ddrien
mddrittdmiseksi,

tunnettu siitd, ettd fluoresoiviksi vdriaineiksi D,
on valittu yksi tai useampi seuraavien
tetrapyrroli-yhdisteluokkien johdannaisista: porfyriinit,
kloriinit, bakteriokloriinit, klorofyllit, purpuriinit,
feoforbidit, ftalosyaniinit ja naftalosyaniinit, jolloin
valituilla védriaineilla D, on

- yhteinen fluoresenssin viritysaallonpituus, ja

- erilliset kapeat toisistaan helposti spektrometrisesti
erottuvat fluoresenssin emissiokaistat, ja

- niiden fluoresenssin viritystilojen purkautumisaika on
lyhyt verrattuna fotoluminoivan leiman F emission

purkautumisaikaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, jossa
fluoresoivina yhdisteinad kdytetd&n yhtd tai useampaa



56367

11

seuraavista tetrapyrroliyhdisteiden johdannaisista: 1)
deuteroporfyriini IX, 2) mesoporfyriini IX, 3)
protoporfyriinin (IX) dimetyyliesteri, 4)
oktaetyyliporfiini, 5) tetrafenyyliporfiini, 6)
tetra-(2-metoksi)-fenyyliporfiini, 7) koproporfyriinin
dimetyyliesterin kloriini 8) koproporfyriinin
dimetyyliesterin bakteriokloriini, 9)
alumiiniftalosyaniini, 10) sinkkiftalosyaniini.
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PATENTKRAV

1. Biospesifik multiparametrisk bestdmningsmetod, dir man
anvdnder en blandning av pd fdrhand tillverkade, i olika
kategorier indelade mikropartiklar som fast birare
representerande olika analyter, dar mikropartiklar hdrande
till olika kategorier &r belagda med olika biospecifika
reagens, som binder olika analyter och dir mikropartiklarna
innehdller en eller flera olika fluorescerande fargédmnen D,
i en eller flera koncentrationer beroende av mikropartikel-
kategorin, i vilken metod man

- blandar de till olika kategorier h&rande mikropartiklarna
och tillsdtter provet som skall analyseras till blandningen
och tillsdtter med en fotoluminerande mark&r mirkta
biospesifika reagens till blandningen, och

- aktiverar de fluorescerande fargimnena D, och de
fotoluminerande markSrerna F, och

- med en tidsfdrdrdjd fluorimeter mdter styrkan f&r
fluorescensen hos mikropartiklarnas fargdmne D, f&r
bestdmning av mikropartikelkategorin och styrkan f&r
fotoluminescensen hos markéren F f&r bestadmning av
analytmdngderna, kdnnetecknad dirav, att man som
fluorescerande féreningar D, valt ett eller flera av de
f6ljande tetrapyrrolfdreningsklassernas derivat:
porfyriner, kloriner, bakteriokloriner, klorofyller,
purpuriner, feoforbidider, ftalosyaniner och
naftalosyaniner, varvid de valda firgdmnena D,

- har gemensam exciteringsvdglingd f8r fluorescensen, och

- har skilda smala fr&n varandra spektrometriskt l&tt
sdrskiljbara emissionsband, och

- uppl&sningstiden f&6r fluoresensens exciteringstillst&nd
hos dem &r kort ja&mfdrt med uppldsningstiden f8r emissionen
hos den fotoluminerande mark&ren F.

2. Metod enligt patentkravet 1 kdnnetecknad dirav, att man

som fluorescerande f&reningar anvidnder ett eller flera av
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de fdljande tetrapyrrolfdreningarnas derivat: 1)
deuteroporfyrin IX, 2) mesoporfyrin IX, 3) protoporfyrin
(IX) dimetylester, 4) oktaetylporfin, 5) tetrafenylporfin,
6) tetra-(2-metoxi)-fenylporfin, 7) koproporfyrin
dimetylester klorin 8) koproporfyrin dimetylester
bakterioklorin, 9) aluminiumftalosyanin, 10)
zinkftalosyanin.
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