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Keksinndn kohteena on menetelmd biokemial-
lisissa sitoutumismiérityksissid kahden tai

useamman radioaktiivisesti leimatun ligan-
din mddrittdmiseksi samanaikaisesti. Kek-

sinndn mukaan ligandit midritet#ddn lihikan-
tamamenetelmdl]lld siten, ettd kunkin ligan-
din mddrittdmiseksi kdytetdin tuikeominai-
suuksiltaan erilaista kannatinainetta, jo-
hon on kiinnitetty kyseistd ligandia sito-
via molekyylejd. Kannatinaine on kokonaan

tai osittain tuikeainetta.

Uppfinningen avser ett f&rfarande vid
biokemiska bindningsbestdmningar f&r
samtidig bestdmning av tvd eller flera
radioaktivt stdmplade ligander. Enligt
uppfinningen besti3ms liganderna med ett
ndrrdckviddsforfarande p4 sddant sitt, att
f8r bestdmning av var och en ligand anvinds
ett till scintillationsegenskaperna olikt
bdrardmne, vid vilket har fists molekyler
som binder ifrdgavarande ligand. Birardmnet
4r helt eller delvis av ett scintillations-
dmne.
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MENETELMA LIGANDIEN MAARITTAMISEKSI SAMANAIKAISESTI

Keksinndn kohteena on menetelmd biokemiallisissa sitoutu-
mismddrityksissd kahden tai useamman radioaktiivisesti
leimatun ligandin mddrittdmiseksi samanaikaisesti.

US-patentissa n:0 4.568.649 on esitetty ligandien l3ihikan-
tamamddritysmenetelmd (engl. proximity assay), jossa ligan-
deja spesifisesti sitovia biomolekyylejd on kiinnitetty
tuikeaineena toimivan kantaja-aineen pintaan. T#llaisia
biomolekyylejd ovat esimerkiksi immunoglobuliinit, resepto-
rit tai nukleiinihapot. Kantaja-aine voi olla esim. pienini
rakeina.

Menetelmdn mukaan liuosta, joka sisdltdd tunnetun m&irin
radioaktiivisesti leimattua ligandia sekd tuntemattoman
madrdn leimaamatonta, mutta muuten samanlaista tutkittavaa
ligandia, inkuboidaan rakeiden kanssa. Jos leimana kdytetty
isotooppi on matalaenerginen, esim. tritium, jonka lihett&-
mien f-hiukkasten kantama on korkeintaan muutama mikromet-~
ri, vain se osuus leimasta, joka sitoutuu ja joutuu siten
ldhelle tuikeainetta, tuottaa tuikahduksia. Ni&mid voidaan
sitten havaita nestetuikelaskimella. Sitoutumaton leima jaa
liian kauaksi tuottaakseen tuikahduksia. Leimatun ja lei-
maamattoman ligandin vdlinen kilpailu johtaa siihen, etti
mitd enemmdn tutkittavaa eli leimaamatonta ligandia on
liuoksessa sitd védhemmdn leimattua ligandia pystyy sitoutu-
maan ja sitd vdhemmdn saadaan tuikahduksia.

Kuvatun menetelmdn suuri etu on siind, ettd se ei vaadi
sitoutuneen ja sitoutumattoman leimafraktion erottamista.
Menetelmdn haittapuolena taas on se, ettd rakeiden ollessa
suspendoituina nesteeseen ne voivat sakkautua vaikuttaen
haitallisesti sitoutumiseen ja tuikevalon tuottoon. My&s
rakeiden annostelu esimerkiksi pipetoimalla voi olla ongel-
mallista.

Parannukseksi on ehdotettu tukirakennetta, jossa tuikeaine
prosessoidaan suodatinmaton muodostavien kuitujen sis#in
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tai sen pinnalle. Matto myds piddttdd ndytenestettd kapil-

laarivoimien vaikutuksesta.

Vaikka erotteluvaiheita ei lahikantamamd&rityksissd tarvi-
ta, niin ndytteet kuitenkin vaativat annostelua eri ndy-
teastioihin eri ligandimd&rityksissd. Ja jos halutaan
maddrittdd useita eri ligandeja samasta ndytteestd, voi
ndytteen kokonaismddrd rajoittaa suoritettavia madrityksiad.
Kiireisessd laboratoriossa monien ndyteastioiden k&dsittely
ja laskentamahdollisuuksien rajallisuus rajoittavat ka-
pasiteettia. Vaikka muiden isotooppien, kuten esimerkiksi
Ye ja ¥s kdyttd lisdleimoina saattaisi periaatteessa olla
mahdollista, niin ndiden B-sdteily on pitkdkantamaista ja
saattaa aiheuttaa tuikahduksia vaikka ko. leima ei olisi-
kaan sitoutunut tuikeaineen pintaan. Seurauksena olisi

taustapulssimdédrien kaswvu.

Tadmdn keksinnén tarkoituksena on aikaansaada menetelmd,
jolla ei ole edelld esitettyjd epdkohtia. Keksinndn mukai-
selle menetelmdlle on tunnusomaista se, ettd ligandit
midritetddn lidhikantamamenetelmdlld siten, ettd kunkin
ligandin mddrittadmiseksi kdytetddn tuikeominaisuuksiltaan
erilaista kannatinainetta, johon on kiinnitetty kyseistéi

ligandia sitovia molekyyleja.

Erddn edullisen sovellutusmuodon mukaan kannatinaine on

kokonaan tai osittain tuikeainetta.

Keksinnén avulla voidaan ldhikantamamddrityksessd mddrittda
samanaikaisesti useampaa kuin yhtd ligandia. Edelleen suuri
etu on se, ettd kukin ligandi voi olla leimattuna samalla
matalaenergiselld isotoopilla, kuten tritiumilla. Kunkin
ligandin tuottama osuus pulssimddriin voidaan selvittaa jos
kukin sitova molekyylityyppi on kiinnitetty tuikeominai-
suuksiltaan erilaisten kannatinaineiden, kuten rakeiden tai
suodatinkuitujen pintaan.

Erds tuikeominaisuus, jota keksinndn avulla voidaan hy&dyn-
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tdd, on eri tuikeaineiden antaman tuikevalon md&rd viritet-
tdessd niitd PB-sdteilylld. Tédmd ilmenee kullekin tuikeai-
neelle luonteenomaisena pulssinkorkeusjakautumana eli
spektrind nestetuikelaskimella laskettaessa. Niinpd erdédn
toisen edullisen sovellutusmuodon mukaan kannatinaineissa
kdytetddn tuikeaineita, joiden tuikeominaisuuserot ovat
niiden aikaansaamien tuikepulssien korkeudessa. Td1lldin
tutkittavan ndytteen tuottama yhdistelméspektri voidaan
analysoida kdyttdmdlld jotain tunnettua spektrianalyysi
tekniikkaa, kuten kanavasuhdelaskentaa tai pienimm&n ne-
lidsumman menetelmdd. Niissid tarkastellaan spektrien osuuk-

sia sopivissa osa-alueissa, kuten ikkunoissa tai kanavissa.

Mainituissa spektrianalyysitekniikoissa kunkin yksittdisen
tuikeaineen tuottama spektri tai osa-alueinformaatio on
etukdteen talletettu muistiin sopivia standardindytteitd
kdyttédmd@lld. Ndin voidaan kunkin tuikeaineen yhdistelmds-
pektriin tuottama osuus selvittdd. Mainittuja menetelmi&d on
aikaisemmin kdytetty ns. monileimauslaskennassa, jossa
useita eri isotooppeja on liuenneina samaan tuikenesteeseen
ja mainittujen isotooppien md#drd halutaan selvittdd. Eri
isotoopeilla on erilaiset hajoamisenergiat ja ndin ollen

myds erilaiset spektrit.

Monileimauslaskennasta poiketen kdsilld oleva keksintd
liittyy tilanteeseen, jossa k#ytetd#n vain yhtd8 radioaktii-
vista isotooppia, mutta usean tyyppisid tuikeaineita esi-
merkiksi rakeina niin, ettd kukin raetyyppi sitoo vain
sille spesifistd ligandia ja tuottaa kyseiselle tuikeai-
neelle tyypillisen spektrin. Esimerkkejd matalan spektrin
tuottavista tuikeaineista ovat tuikemuovit, difenyylioksat-
soli eli PPO ja butyyli-PBD. Korkeamman spektrin taas
antavat antraseeni ja er#ddt epdorgaaniset tuikeaineet,
kuten keriumilla aktivoitu yttriumsilikaatti Y,SiOgz(Ce).

Toinen ominaisuus, joka vaihtelee eri tuikeaineilla, ja
jota keksinndn avulla voidaan hyddyntdd on eri tuikeainei-

den antaman tuikepulssin ajallinen pituus eli muoto. Esi-
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merkiksi tuikemuovien pulssin pituus on alle kymmenen
nanosekuntia, kun taas yttriumsilikaatilla se on yli sata
nanosekuntia. On olemassa elektronisia ns. pulssinmuoto-
analysaattoreita ja diskriminaattoreita, jotka tuottavat
pulssin muotoon ja pituuteen verrannollisen signaalin. T&ti
ominaisuutta voidaan kidyttii karakterisointiin samoin
menetelmin kuin edelli kuvattuja pulssinkorkeusjakautumia.
Niinpd keksinn®én eriin kolmannen edullisen sovellutusmuodon
mukaan kannatinaineissa kdytetddn tuikeaineita, joiden
tuikeominaisuuserot ovat niiden aikaansaamien tuikepulssien
muodossa.

Edella esitetystd kdy selville, ettd vihintdin kaksi eri
tuikeainetta voidaan erottaa sellaisten tuikeominaisuuksien
perusteella, kuten pulssin korkeus ja muoto. T&d1l8in saavu-
tetaan huomattavia s&dstdija tydskentelyajassa, ndytemddris-
sd ja laskenta-ajassa.

Keksintdd selostetaan seuraavassa esimerkin avulla viittaa-
malla oheiseen piirustukseen, joka esittdd kaaviollisesti
kahta erilaista tuikeaineraetta ja kahta erilaista, samalla
isotoopilla leimattua ligandia. Kuviossa ndhddan rakeina
difenyylioksatsolia eli PPO:ta ja keriumilla aktivoitua
yttriumsilikaattia eli Y,5i0;(Ce):td, jota kuviossa kuvaa
kirjain Y. Kumpikin tuikeaine sitoo vain sille spesifistd
ligandia. Ligandit on merkitty samalla radioaktiivisella
isotoopilla, joka on matalaenergistd tritiumia eli °H.
Leimatut ligandimolekyylit kilpailevat leimaamattoman eli
mitattavien aineiden molekyylien kanssa sitoutumisessa
tuikeaineiden pyydystéd jdmolekyyleihin. Kdytetyssd ldhikan-
tamamddrityksessd vain sitoutunut, leimattu ligandi on
riittdvdn ldhelld tuikeainetta aiheuttaakseen valon tuikah-
duksen. Tuikelaskimella saadaan t&11&in mddritettyd mitat-
tavan aineen osuus.

Alan ammattimiehelle on selvdd, ettd keksinndn erilaiset
sovellutusmuodot voivat vaihdella jdljempdnd esitettdvien
patenttivaatimusten puitteissa.



10

15

20

5 82144

PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd biokemiallisissa sitoutumismdérityksissi
kahden tai useamman radioaktiivisesti leimatun ligandin
mddrittdmiseksi samanaikaisesti, tunnettu siita,
ettd ligandit mddritetddn ldhikantamamenetelmdlli siten,

ettd kunkin ligandin mddrittdmiseksi kiytet#in tuikeominai-
suuksiltaan erilaista kannatinainetta, johon on kiinnitetty

kyseistd ligandia sitovia molekyyleji.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kannatinaine on kokonaan tai
osittain tuikeainetta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kannatinaineissa kdytetHin
tuikeaineita, joiden tuikeominaisuuserot ovat niiden ai-

kaansaamien tuikepulssien korkeudessa.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kannatinaineissa kHytetdidn
tuikeaineita, joiden tuikeominaisuuserot ovat niiden ai-
kaansaamien tuikepulssien muodossa.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kannatinaineissa kdytetdidn
tuikeaineita, joilla on kaksi tai useampia eroja tuike-

ominaisuuksissa.
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PATENTKRAV

1. Forfarande vid biokemiska bindningsbestd@mningar fo&r
samtidig bestdmning av tvd eller flera radioaktivt
stdmplade ligander, k d&nnetecknat dirav, att
liganderna best&ms med ett ndrrdckviddsfdrfarande pd sddant
sdtt, att fO6r bestdmning av var och en ligand anvdnds ett
till scintillationsegenskaperna olikt bdrar&mne, vid vilket
har fédsts molekyler som binder ifrdgavarande ligand.

2. Forfarande enligt patentkravet 1,
kdnnetecknat ddrav, att badrardmnet &r helt
eller delvis av ett scintillationsdmne.

3. F6rfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat ddrav, att i badrardamnena anvands
scintillationsdmnen, vilkas skillnader i scintillations-
egenskaper ligger i hdjden av de scintillationspulser som
de &stadkommer.

4. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat ddrav, att i biarardmnena anvands
scintillationsdmnen, vilkas skillnader i scintillations-
egenskaper ligger i formen av de scintillationspulser som
de &stadkommer.

5. Férfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4,
kdnnetecknat didrav, att i badrardmnena anvdnds
scintillationsdmnen, som har tvd eller flera skillnader i
scintillationsegenskaperna.
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