RN

F 12001095568

(122 PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT

10y FI1 109556 B

(45) Patentti myonnetty - Patent beviljats 30.08.2002

SUOMI - FINLAND (51) Kv.k.7-Intkl.7

GO1N 33/543, 33/53, BO1L 3/00

(FI)

(21) Patenttihakemus - Patentansékning 942360
(22) Hakemispaiva - Ansokningsdag 20.05.1994
PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (24) Alkupdiva - Lopdag 20.11.1992
(41)  Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 20.07.1994
(86) Kv. hakemus - Int. ansdkan PCT/NL92/00213

(73)

(72)

(74)

(54)

(56)

(57)

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet

21.11.1991 NL 9101953 P

Hattija - Innehavare
1 +Pepscan Systems B.V., Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad, ALANKOMAAT, (NL)
Keksija - Uppfinnare

1 «Puijk,Wouter Cornelis, Schoener 43-40, 8243 VZ Lelystad, ALANKOMAAT, (NL)
2 -Ligtvoet,Gerard Johannes, Van 's-Gravensandestraat 37, 2331 EP Leiden, ALANKOMAAT, (NL})
3 *Meloen,Robert Hans, Karveel 10-04, 8231 AP Lelystad, ALANKOMAAT, (NL)

Asiamies - Ombud: Kolster Oy Ab
Iso Roobertinkatu 23, 00120 Helsinki
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Testilaite, joka kdsittdd levyn sisdltden useita syvennyksia asianomaisine annostelulaitteineen ja nama laitteet sisaltava
sarja ja laitteiden kayttd

Testanordning som innefattar en platta innehallande ett antal fordjupningar med en tillhérande doseringsanordning och
en dessa anordningar innehallande sats och anvédndning av anordningarna
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Tiivistelmé& - Sammandrag

Keksint6 koskee koelaitetta, joka kasittds
useita syvennyksis sisdltédvan levyn. Kek-
sintd koskee my6s mittalaitetta, joka so-
veltuu viemd&n samanaikaisesti yhtd suuret
reagenssitilavuudet koelaitteen eri syven-
nyksiin. Koelaite k#sittd8 syvennyksii,
joiden tilavuus on 0,1 - 20 pl, ja joiden
halkaisija on 1,0 - 4,0 mm. Syvennysten
syvyyden ja halkaisijan suhde on edulli-

sesti pienempi kuin 1:1. Keksinntn mukais-
ta koelaitetta voidaan kdyttdd bio- ja
immunokemiallisten kokeiden, kuten pepscan

tai ELISA, suoritukseen.



Uppfinningen avser en testanordning som
omfattar en skiva med en mangfald brunnar.
Uppfinningen avser &ven en mdtanordning
som l&mpar sig fo6r samtidig inféring av
lika stora volymer reagens i olika brunnar
pad testanordningen. Testanordningen omfat-
tar brunnar med en volym i omradet 0,1 -
20 pl och en diameter av 1,0 - 4,0 mm.
F6érhdllandet mellan djupet av brunnarna
och diametern &r foretrddesvis lagre é&n
1:1. Testanordningen enligt uppfinningen
kan anvéndas f6r utférande av bio- eller
immunokemiska test, sdsom pepscan eller
ELISA.
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Testilaite, joka kasittaa levyn sisaltaen useita syven-
nyksia asianomaisine annostelulaitteineen ja nama lait-
teet sisaltdva sarja ja laitteiden kaytto

Keksinté koskee koelaitetta, joka kasittdd useita syvennyksia
sisaltavan levyn. Keksintd koskee myds annostelulaitetta, joka sopii yhtasuuren
reagenssitilavuuden samanaikaiseen viemiseen koelaitteen eri syvennyksiin.
Lisaksi keksintd koskee menetelmaa (bio- ja/tai immuno-) kemiallisen kokeen
suorittamiseksi kayttden koelaitetta ja/tai annostelulaitetta ja keksinté koskee
valineistda, joka kasittaa koelaitteen ja annostelulaitteen.

Koelaite, joka kasittad useita syvennyksia sisaltdvan levyn, on
tunnettu jo vuosia niin kutsuttuna mikrotitrauslevyna. Tunnettu mikrotitrauslevy
on kooltaan noin 12,5 cm x 8,0 cm luokkaa ja se kasittdd 96 syvennysta. Kunkin
syvennyksen halkaisija on noin 0,6 cm ja kunkin syvennyksen syvyys on noin
1,0 cm niin, ettd kukin syvennys voi sisaltdd enimmillddn 250 pl:n naytteen.
Syvennykset on erotettu materiaalisuluilla, joiden leveydet ovat noin 2,0 mm.

Tunnettua mikrotitrauslevya kaytetaan erilaisten bio- ja/tai immuno-
kemiallisten kokeiden suoritukseen. Taman tyyppisissa kokeissa kaytetaan
usein fotometristd detektiota. Erittain hyvin tunnettu esimerkki tallaisesta
kokeesta on ELISA. Fotometristen maaritysten tapauksessa syvennyksen
pohjan tiytyy olla tasaisesti peittynyt analysoitavalla néayte-kerroksella
luotettavien tulosten saamiseksi. Edelleen tdman kerroksen paksuuden taytyy
olla vahintdan sellainen, ettad esiintyy havaittava absorptio. Kaytédnndssa siita
seuraa yleensa, etta kaytetaan néytteita, joiden tilavuus on vahintaan 50 pl.

Julkaisu WO-91/06 859 koskee analyysimenetelmaa solujen, kuten
lymfosyyttien, vasteen tai aktivoitumisen mééarittimiseksi. Siina kuvataan
menetelmda immunologisen herkistymisen maarittdmiseksi kohteessa, jolloin
lisataén soluja aktivoivaa ainetta, joka tekee solujen entsyymin reaktiokykyi-
seksi, ja entsymaattinen reaktio mitataan kéayttden substraattia, joka tuottaa
havaittavan tuotteen, seka valineistéa tallaisten analyysien suorittamiseksi.
Néyte, jonka tilavuus on 30 pl, mainitaan suositeltavana néaytteena kaytettévaksi
mikrotitrauslevyn syvennyksess3, jonka halkaisija on 6 mm. Patenttivaatimuksen
kohteena on reaktioastia, jonka halkaisija on 6 mm ja korkeus on 0,5 -6 mm,
edullisesti 1 - 2 mm. Astia on suunniteltu optimoimaan reaktion fysiologinen
saately mahdollistaen kaasujen, kuten hapen ja COz:n, sopiva vaihto, riittdvan
nopea pH:n tasapainotus, sopiva molekyylien diffuusio ja lammén pois-
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johtaminen. Julkaisun mukainen reaktioastia littyy reaktionéytteen reaktiotila-
vuuden ja pinta-alan véaliseen suhteeseen. Julkaisussa ei mainita ongelmia,
jotka voivat esiintyd, kun pienid reaktioastioita huuhdotaan menetelmisséa, kuten
ELISA:ssa ja PEPSCAN:ssa.

Koska bio- ja/tai immunokemiallisiin kokeisiin siséltyy tavallisesti suuri
maara kokeita sellaisilla naytteilla (esimerkiksi veri tai seerumi), jotka on otettava
koehenkilbista ja/tai -eldaimistd, on tarpeen kayttdd mahdollisimman vahan
naytetta koetta kohden.

Naytetta voidaan kuitenkin laimentaa vain rajoitetussa maarin, koska
analysoitavilla komponenteilla on oltava syvennyksessé tietty minimikonsentraa-
tio mitattavan absorption saamiseksi. Tama johtuu siita, ettd Lambert-Beerin lain
mukaan valon intensiteetti riippuu konsentraatiosta ja analysoitavan
komponentin absorptiotekijastd ja myos matkasta, joka valon on kuljiettava
mitattavan naytteen lapi. Kaytannossa siitd seuraa noin 12,5 ml:n reagenssi-
maaran kayttdé mikrotitrauslevya kohden. Tallaisessa tapauksessa on oleellinen
tarve pienentaa kaytettadvaa nayteméaaraa.

Toinen tavallinen kayttd nykyisilla mikrotitrauslevyilld on peptidi-
synteeseissd. Naissd synteeseissd voidaan syntetisoida peptideja, jotka
sisaltavat erilaisia aminohappojarjestyksia. Se voidaan suorittaa esimerkiksi
tietyn vasta-aineen proteiiniepitoopin sijainnin méaérityksena. Siksi peptidit, jotka
sisaltavat tutkittavaa proteiinifragmenttia vastaavan aminohappojarjestyksen,
syntetisoidaan erikseen. Synteesi voidaan suorittaa silla tavoin, etta kukin
peptidi sisdltad osaltaan toisen peptidin aminohappojarjestyksen. On jopa
mahdollista suorittaa synteesi silla tavoin, ettd vain yksi aminohappo ei ole
paallekkainen. On myoés mahdollista tuottaa sarja lyhyita patkia, esimerkiksi
heksapeptideja, jotka ovat paallekkaiset yhtd aminohappoa lukuun ottamatta.
Sitten suoritetaan méaéritys osoittamaan, minka peptidin kanssa vasta-ainesitou-
tuminen tapahtuu. Peptidit, joiden kanssa vasta-ainesitoutuminen tapahtuu,
siséltaa epitoopin.

Ensimmaisessa tapauksessa peptidisynteesi tapahtui lisaamalla
kytkettava aminohappo tunnetun mikrotitrauslevyn syvennykseen, jossa peptidi
oli maarad syntetisoida, kytkemalla sitten haluttu aminohappo kasvavaan
peptidiketjuun, pesemalla syvennys sen jalkeen kaiken reagoimattoman amino-
hapon poistamiseksi ja toistamalla menettely seuraavalla aminohapolla.

Tassd menetelmassa koettiin kuitenkin  ongelmia syvennysten
huuhtomisessa ja sen vuoksi otettiin kayttéon peptidisynteesimenetelma, jossa
kaytettiin pienia polyeteenisauvoja kantajina kasvaville peptidiketjuille. Tama
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menetelma on esitetty artikkelissa Geysen, H.M., Meloen, R.H. ja Barteling, S.J.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 81 (heindkuu 1984) ss. 3998 - 4002. Artikkelissa
esitetddan menetelma satojen peptidien syntetisoimiseksi samanaikaisesti
kiintealla kantajalla riittdvalla puhtaudella ELISAn suorittamiseksi. Peptidien ja
vasta-aineiden vuorovaikutus voidaan maarittda yksinkertaisesti poistamatta
peptideja kantajalta. Siten on mahdollista maarittdd immunogeeninen epitooppi
hyvalia tuloksella. Tata menetelmaa kutsutaan nimellda PEPSCAN.

Menetelmissa kasvavien peptidiketjujen annetaan tarttua polyeteeni-
sauvoihin (joiden halkaisija on 4 mm ja pituus 40 mm) ja peptidisynteesiin
tarvittavat reaktiot suoritetaan sitten kayttaen kantajasauvojen péita. Tata varten
polyeteenisauvat upotetaan ensin akryylihapon 6 % vesiliuokseen ja altistetaan
gamma-séteilylle. Myohempia reaktioita varten sauvojen paét tuodaan sitten
kosketuksiin Teflon-levyn kanssa, joka siséltdd syvennysmatriisin, joka vastaa
sauvojen sijaintia (tunnettu mikrotitrauslevy). Tavallisia kiintedn faasin
peptidikemian menetelmia voidaan kayttaa, esimerkiksi Né-t-butyloksikarbonyyli—
L-lysiinimetyyliesterin kytkemiseksi polyeteeni/polyakryylihappoon sivuketjun N2
aminoryhman vilitykselld. [(Erickson, B.W. ja Merrifield, B.B. (1976), The
Proteins, Eds. Neurtah. H & Hill, R.L. (Academic New York), vol. 2 ss. 255 - 527)
ja (Meienhofer, J. (1973), Hormonal Proteins and Peptides, Ed. Li, C.H.,
(Academic, New York), vol. 2, ss. 45 - 267)]. t-butyloksikarbonyyliryhman poista-
misen jalkeen t-butyloksikarbonyyli-L-alaniini voidaan kytked, jolloin muodostuu
peptidin kaltainen erottaja. Halutut aminohapot voidaan kytkea perakkain ja
lopullisen halutun kytkentareaktion jalkeen ja suojaavan t-butyloksikarbonyyli-
ryhman poiston jalkeen terminaalinen aminohappo voidaan asetyloida kayttaen
etikkahappoanhydridid dimetyyliformamidi/trietyyliamiinissa. Kaikki N,N-disyklo-
heksyylikarbodi-imidilla suoritetut kytkentéreaktiot voidaan suorittaa dimetyyli-
formamidissa N-hydroksibentsotriatsolin l&sné ollessa.

Kaikki peptidisynteesissa kéaytetyt aminohappojen sivuketjuissa
olevat suojaavat ryhmat voidaan myds poistaa. Ennen kuin syntesisoituja
peptideja tutkitaan edelleen, esimerkiksi ELISAn avulla, sauvat voidaan pesta
fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella.

Toinen kaytté peptidisynteesille tapahtuu, jos tunnetun epitoopin yksi
tai useampi aminohappo vaihdetaan, jotta maaritettaisiin, mitkd muut
jarjestykset pystyvat toimimaan epitooppina ja/tai jotta méaaritettaisiin, mitka
aminohapot ovat oleellisia epitoopin toiminnalle. Taméan tyyppinen menetelméa
on esitetty artikkelissa Geysen, H.M., Meloen R.H. ja Barteling S.J., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, vol. 82 (tammikuu 1985) ss. 178 - 182.
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Koska tillaiset menetelmat kasittdvat usein suuren lukumaaran
synteesejé ja siten myds suuren reagenssiméaaréan kayton, jotka reagenssit ovat
usein lisaksi kallita, on olemassa my6s tarve kustannusten alentamisen
kannalta kayttaa naytemaaria, jotka ovat mahdollisimman pienié. On sen vuoksi
etsitty mahdollisuuksia peptidisynteesin pienentamiselle.

Peptidisynteesin pienennysmenetelméa on &skettéin esitetty artikke-
lissa Fodor, S.P.A et al. (Science, (15. helmikuuta 1991) ss. 767 - 773). Tassa
menetelméssad kaytetdan valoa kontrolloimaan samanaikaista synteesia
lukuisalle maaralle erilaisia kemiallisia yhdisteitd. Synteesi tapahtuu kiinteélla
kantajalla, esimerkiksi lasilevylla. Kantaja aminoidaan kasittelemélla 0,1 %
aminopropyylitrietoksisilaanilla 95 % etanolissa. Sitten viedaén valoherkka
suojaava ryhmi, joka havida valosateilytyksen jélkeen ja antaa reaktiivisen
paikan, johon rakennuspalikka, esimerkiksi aminohappo, voidaan kytkea. Kuvio,
jossa altistus valoille tai muulle energiamuodolle tapahtuu (esimerkiksi maskin
kautta) maadrittaa, mitkd kohdat kantajasta aktivoituvat kemiallista kytkentaa
varten. Koko pinta tuodaan kosketuksiin kytkettdvan rakennuspalikan kanssa
(jossa rakennuspalikassa on myds valoherkké suojaava ryhma). Kytkentéreaktio
tapahtuu vain paikoissa, joissa edellisessé vaiheessa valo on antanut aihetta
aktivoitumiselle. Alusta altistetaan sitten toisen maskin lapi niin, ettd haluttuun
paikkaan voidaan tuoda seuraava rakennuspalikka. Maskin kuvio ja reagenssi-
jarjestys maaraavat muodostuneen peptidin jarjestyksen. Talla tavoin voidaan
paastd suureen pienennysasteeseen. Esimerkiksi on mahdollista syntetisoida
40 000 erilaista peptidia 1 cmli4.

Talla menetelmalla on kuitenkin lukuisia haittapuolia. Suojaavan valo-
herkdn ryhman (nitroveratryylioksikarbonyyli on nimetty artikkeleissa) poisto
tapahtuu sateilyttamalla 20 minuuttia elohopealampulla, jonka teho on 12
mWi/cm®. Siitd on tuloksena hyvin pitka synteesiaika pitempien peptidien
synteesien tapauksessa. Edelleen on kaytettdva erilaista maskia kullekin
lisaysvaiheelle ja erilaista maskisarjaa on kaytettévéa kullekin peptidisarjalle.

Lisdksi kussakin lisdysvaiheessa voidaan lisatd vain yksi
rakennuspalikka, koska erilaiset syntetisoitavat peptidit eivat ole avaruus-
erotettuja. On iimeista, ettd reagenssien sekoittuminen tapahtuisi muutoin ja
siten muodostuisi myos ei-toivottuja tuotteita. Tama menetelméa on sen vuoksi
hyvin tyolas, erityisesti syntetisoitaessa peptideja, jotka eroavat paitsi pituuden
suhteen myos jarjestyksen suhteen.

Itse artikkelin kirjoittajat koskettelevat myds synteesin luotettavuuden
ongelmaa. Pyyhkiytymistd voi esiintyd seurauksena suojaryhmien epéatay-
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dellisesta poistosta, mita seuraa sateilytys valolla. Nettokytkentéprosentti on 85 -
95 %. Edelleen maskeja vaihdettaessa tapahtuu tiettyd péaallekkéin menoa
erilaisten synteesialueiden valilla valodiffraktion, sisdisen heijastuksen ja
sironnan vaikutuksesta. Sen johdosta tummina pidetyilld alueilla muodostuu
yhdisteitd, minka tuloksena voi tapahtua ei-toivottua tietyn aminohapon
korvautumista.

Julkaisussa FR-A-2 383 442 (Institut Pasteur) esitetddn ratkaisu
pienennysongelmaan. Ratkaisun mukaan pienennysreaktiot suoritetaan
kayttden lisatoimenpiteita, kuten sentrifugointia, ja lisdastiaa kyseista reaktiota
varten. Julkaisussa kuvatun mikrokyvetin tilavuus voi olla muutaman mikrolitran
luokkaa, mutta mikrokyvetti on vain tarkoitettu sellaisen néaytteen mittaamiseen,
jolle on jo suoritettu vaadittavat reaktiovaiheet toisessa paljon suuremmassa
astiassa. Mainitun ranskalaisen julkaisun perusteella on ilmeistd, etta
mikrokyvetti ei sovellu reaktion suorittamiseen. Julkaisussa kuvataan melko
yksityiskohtaista konstruktiota, joka edellyttdé valiastian yhdessé sentrifugointi-
vaiheen kanssa reaktion suorittamiseksi, minka jéalkeen reaktioseos siirretadan
mikrokyvettiin. Koska reaktio, kuten PEPSCAN, késittaa useita reaktiovaiheita,
joihin liittyy lukuisia huuhteluvaiheita, julkaisussa kuvattu menetelma ei ole
kayttokelpoinen pienennetyn PEPSCAN:n suorittamiseen.

Keksintd koskee koelaitetta, joka ratkaisee edella esitetyt pienennys-
ongelmat ja sopii kaytettdvaksi bio- ja/tai immunokemiallisissa kokeissa kuten
ELISAssa ja kokeissa, joissa kaytetadn peptidisynteesejd, esimerkkina edella
esitetty PEPSCAN.

Keksintd koskee koelaitetta, joka kasittdd useita syvennyksia
sisdltavan levyn ja jolle on tunnusomaista, ettd syvennysten tilavuus on alueella
0,1 - 20 pl, ja etté syvennysten halkaisija on 1,0 - 4,0 mm. Syvennysten mitat
valitaan hinnan ja naytteiden saatavuuden ja kaytettdvien reagenssien mukaan.
Yleensa syvennykset, jotka ovat mahdollisimman pienia, ovat edullisia ja sen
vuoksi keksintd koskee edullisesti koelaitetta, jossa syvennysten tilavuus on
alueella 0,1 - 5 pl.

Taysin vastoin odotuksia on nyt todettu, ettd syvennysten tekeminen
pienemmiksi ei vaikuta haitallisesti niiden tehokkaaseen huuhteluun. On todettu,
ettd huuhteluaika, joka vaaditaan hyvan huuhtelun saamiseksi, on lyhyin, jos
syvennysten syvyyden suhde niiden halkaisijaan on vahemman kuin 1:1. Sen
vuoksi erittdin sopiva on koelaite, joka kasittdd useita syvennyksia siséltavan
levyn, ja jolle on tunnusomaista, etté syvennysten tilavuus on alueella 0,1 - 20 pl
ja etta syvennysten halkaisija on 1,0 - 4,0 mm, jolloin liséksi syvennysten
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syvyyden suhde niiden halkaisijaan on pienempi kuin 1:1. Keksinnén mukainen
koelaite, jossa syvennysten syvyyden suhde niiden halkaisijaan on pienempi
kuin 2:3, on edullinen.

Kuviot 1 ja 2 esittavat tuloksia kokeista, joissa tutkittin erilaisten
koelaitteiden huuhdottavuutta. Koelaitteiden syvennysten halkaisija oli yhta suuri
(2 mm), mutta syvyys erilainen. Huuhdottavuutta tutkittin ravistuskoneessa
nopeuksilla 47 ja 40 vastaavasti. Syvennysten syvyys yksikdissa mm piirrettiin
sen ajan, minuutteina, funktiona, joka tarvittin syvennyksen kunnolliseen
huuhtomiseen.

Keksintd koskee edullisesti koelaitetta, jossa syvennysten halkaisija
on 1,0 - 2,0 mm. Syvennysten mittojen valinta riipppuu halutusta spesifisesta
kokeesta, jossa koelaitetta on maara kayttaa. Mitd pienempi halkaisija on, sita
pienempi on vaadittava naytetilavuus.

Halutun hyvan huuhdeltavuuden yhteydesséa on edullista myds, etta
syvennyksilld on sellainen muoto, etta syvennysten pystysuora poikkileikkaus on
oleellisesti U-muotoinen, U:n sivujen ja pohjan valisen siityman ollessa
vahittainen. Edullisesti syvennyksessa ei ole teravia kulmia.

Lukuisia sopivia syvennysten muotoja on esitetty kuviossa 3.

U-muoto, jossa pohjan ja sivujen vélinen kulma on kohtisuora, on
edullinen fotometrisiin méaarityksiin, joissa mittaus tapahtuu levyn alta ja sen lapi.

Keksinnén mukainen koelaite on edullisesti levy, jonka sisaltaméat
syvennykset on erotettu materiaalisuluilla, joiden leveydet ovat 1,0 - 5,0 mm,
edullisesti materiaalisuluilla, joiden leveydet ovat 1,0 - 2,0 mm.
Materiaalisulkujen tulee olla riittavan leveitd estimaén reagenssien ylivirtauksen
yhdests syvennyksesta toiseen. Erityisesti materiaalisulkujen tulee olla riittavan
leveitd, kun kaytetaan liuottimena DMF:a, kuten usein on laita peptidi-
synteesissd. Nain sen vuoksi, koska DMF:lid tiedetdén olevan korkea virumis-
kapasiteetti.

Keksinndn mukainen koelaite kasittda levyn, joka siséltdad 5 - 20
syvennysta per cm?, edullisesti 10 - 15 syvennysta per cm’.

Edelleen koelaite kasittdd materiaalin, johon peptidit, proteiinit ja
muut biokemialliset molekyylit, kuten hormonit ja polysakkaridit pystyvat
tarttumaan. Koelaitteita varten, jotka sopivat kokeisiin peptidisynteesin kanssa,
materiaali on edullisesti sellainen, johon peptidit ja proteiinit pystyvat tarttumaan,
esimerkiksi polyeteeni tai polystyreeni.

Muita sopivia esimerkkeja materiaaleista, joita voidaan kayttaa
keksinnén mukaisissa koelaitteissa, ovat polypropeeni ja polykarbonaatti.
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Koelaitteen materiaalivalinta riippuu myds koelaitteessa kaytettavista
reagensseista ja maaritysmenetelmésta. Koelaitteen pohjan lapi tapahtuvan
fotometrisen analyysin tapauksessa esimerkiksi ainakin syvennyksien pohjien
on koostuttava lapindkyvastda materiaalista. Kokeissa, joissa liuottimena
kaytetaan DMF:a, ei ole mahdollista kéyttaa polystyreenikoelaitetta, koska DMF
on lilan aggressiivista.

Edullinen toteutus koelaitteesta on varustettu tiedontallennusvéli-
neilla, esimerkiksi viivakoodilla tai magneettinauhalla. Koelaite voidaan varustaa
kokeeseen, joka on tarkoitus suorittaa tai joka on suoritettu, littyvilia tiedoilla,
jotka koskevat esimerkiksi kaytettyja reagensseja tai néytteita. Koelaitteessa voi
olla myés merkinnat, jotka osoittavat syvennysten koordinaatit koelaitteessa.

Kuvio 4 esittdd ylakuvaa keksinndn mukaisen koelaitteen yhdesta
toteutusesimerkista.

Poikkileikkaus on esitetty kuviossa 5.

Kuten jo johdannossa mainittin, keksintd koskee my0s
koemenetelmaa (bio- ja/tai immuno-) kemiallisten kokeiden suorittamiseksi,
joissa kaytetaan keksinnén mukaista koelaitetta. Yleenséa keksinnon mukaista
koelaitetta voidaan kayttaa samoissa kokeissa kuin tunnettuja mikrotitrauslevyja.
Nyt on mahdollista suorittaa olemassa olevia menetelmia kayttden pienempia
nayte- ja reagenssimaaria; niin kutsutut minikokeet ovat nyt mahdollisia. On
mahdollista vahentaa kaytetyn naytteen maéraa tekijalla 100. Nyt on mahdollista
kayttaa 2,5 pl naytetta 250 pl:n naytteen sijasta syvennysta kohden. Keksinnon
mukaisen koelaitteen kaytté tekee nyt populaatioryhmien joukkoseulonnan
houkuttelevammaksi, koska luovuttajan verta tarvitaan paljon vdhemman ja
tarvitaan paljon pienemmét reagenssimaarat.

Toinen suuri etu menetelmien pienentamisessa kayttden keksinnén
mukaista koelaitetta johtuu seikasta, ettd olemassa olevaa kemiaa ei tarvitse
muuntaa. Tdssd yhteydessa huomaa esimerkiksi suuri etu automatisoitujen
prosessien tapauksessa, esimerkkina PEPSCAN. Koelaite sopii erityisen hyvin
kédytettavaksi menetelmissé, joissa taytyy kayttad suurta ndytemaaraa. Mini-
ELISA ja mini-PEPSCAN, joissa kaytetdan keksinndén mukaista koelaitetta, ovat
sopivia esimerkkejd keksinnén mukaisesta menetelmasta. Keksinnon
mukaisella minimenetelmélla on se etu, ettd koe voidaan suorittaa pienemmilla
kuin 20 il:n naytemaadrilia. On hyvin mahdollista kayttaa alle 5 pl:n ndytemaaria
keksinndn mukaisessa minimenetelmassa.

Keksintd koskee myds annostelulaitetta, joka sopii yhtd suurien
reagenssitilavuuksien tuomiseen samanaikaisesti keksinnén mukaisen koe-
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laitteen eri syvennyksiin. Keksinnén mukaista annostelulaitetta voidaan kéayttaa
suoritettaessa mahdollisimman tehokkaasti immuno- ja/tai biokemiallisia kokeita,
joissa kaytetaan keksinnén mukaista koelaitetta. Téssd yhteydessé huomio
kiinnitetdaan tiettyjen keksinnén mukaisten menetelmien mahdolliseen auto-
maatioon.

Jos ennalta maaratty yhta suuri reagenssiméaéra on tuotava saman-
aikaisesti useisiin syvennyksiin, on mahdollista kayttda keksinnén mukaista
annostelulaitetta, jossa laitteessa on ulokkeet, joiden mitat ja keskindiset valit
ovat sellaiset, ettd vyksittdiset ulokkeet voidaan sijoittaa samanaikaisesti
keksinnén mukaisen koelaitteen syvennyksen sisaan tai sen ylapuolelle. Téamén
tyyppisella annostelulaitteella kaikkiin syvennyksiin voidaan samanaikaisesti
panna yhta suuri reagenssitilavuus, jos ulokkeiden sijainti on sellainen, etta se
vastaa oleellisesti syvennysten sijaintia keksinnén mukaisessa koelaitteessa.

Eras toteutus annostelulaitteesta ja koelaitteesta on esitetty kuviossa

Jos koelaitteen syvennyksista on taytettdva vain tietty maara, muttei
kaikkia, voidaan kéayttda annostelulaitetta, jonka ulokkeet voidaan sijoittaa
samanaikaisesti valittujen syvennysten sisaan tai niiden ylapuolelle.

Kuviossa 7 tummemmat syvennykset ovat valittuja syvennyksia.
Annostelulaitteen ulokkeet sijaitsevat annostelulaitteessa silla tavoin, ettéd ne
voidaan sijoittaa samanaikaisesti tummempien syvennyksien sisaan tai niiden
ylapuolelle.

Tahan paasemiseksi on edullista kayttda annoostelulaitetta, jossa
ulokkeet on kiinnitetty kantajaan tai ne voidaan kiinnittda kuvioksi, joka vastaa
niiden syvennysten kuviota, joihin reagenssi on mééara vieda.

Kuvio 8 esittdd esimerkin annostelulaitetoteutuksesta, jossa ulokkeet
voidaan kiinnittda kantajaan.

Annostelulaite voi kasittda ulokkeita, jotka on kiinnitetty tai jotka
voidaan kiinnittaa kantajaan samalla tavoin kuin harjan harjakset (kuviot 6, 7 ja
8).

Annostelulaite, jossa ulokkeet kuten kamman piikit ovat yhden-
suuntaiset toistensa kanssa ja jotka on kiinnitetty (kuvio 9) tai voidaan kiinnittaa
(kuvio 10) huipuistaan kantajaan, on myés erittdin sopiva toteutus keksinnén
mukaisesta annostelulaitteesta. Ulokkeiden lukumaara voi olla pienempi tai yhta
suuri kuin niiden syvennysten lukumaara, jotka muodostavat rivin laitteen
leveyssuunnassa. Ulokkeiden lukumaéara riippuu koelaitteen niiden syvennysten
kuviosta, joihin reagenssi on maara vieda.
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Keksinnén mukaisen annostelulaitteen ulokkeet voivat olla yhtenaiset
kantajan kanssa tai ne voivat olla irrotettavat. Ulokkeet voi olla sovitettu
kantajaan silld tavoin, ettd ulokkeet muodostavat kuvion, joka vastaa niiden
syvennyksien kuviota, joka testilaitteen on méara tayttéda (katso kuvio 7).

On mahdollista kayttaa myos annostelulaitetta, jossa yksi tai useampi
uloke voi sijaita syvennyksen ylapuolella tai sen sisélld samanaikaisesti, jos
syvennykseen halutaan samanaikaisesti viedd useampi kuin yksi yksikkd
reagenssia, joka on ulokkeessa mukana.

Kuvio 11 esittad annostelulaitetta, jossa kunkin syvennyksen
ylapuolelle tai niiden siséén voidaan samanaikaisesti sijoittaa kaksi uloketta.

Siten reagenssimaara, joka ulokkeessa on mukana, voidaan katsoa
vakioksi ja voidaan kayttdad annostelulaitteita, joissa syvennyksen ylépuolella tai
sen sisélld on ryhma ulokkeita riippuen suhteesta, jossa reagensseja halutaan
tuoda syvennykseen. Ryhma kasittdd sen méaé&rén ulokkeita, joka vastaa
haluttujen reagenssiyksikdiden lukumaaraa.

Keksinnén mukaisen annostelulaitteen tapauksessa ulokkeet voivat
olla onttoja, mutta ne voivat olla myds umpinaisia tai pohjasta suljettuja. Kaksi
viimemainittua mahdollisuutta ovat edullisia toimittaessa hyvin pienilla nayte- ja
reagenssimadrilla, koska silloin on mahdollista toimia reagenssitipoilla.

Keksintd koskee myds menetelmaa (bio- ja/tai immuno-) kemiallisen
kokeen suorittamiseksi kayttden keksinnén mukaista annostelulaitetta, jossa
menetelmésséa

a) annostelulaitteen ulokkeet varustetaan reagenssilla silla tavoin,
etta annostelulaiteen vyksittaisilla ulokkeilla tai yksittdisissé ulokkeissa on
oleellisesti yhta suuret reagenssitilavuudet, ja

b) annostelulaite sijoitetaan sitten keksinnén mukaisen koelaitteen
syvennysten sisaan tai niiden ylapuolelle, joihin syvennyksiin on méaara saattaa
reagenssia, kunkin yksittdisen ulokkeen sijaitessa syvennyksen sisélla tai sen
ylapuolella samanaikaisesti, ja

c) oleellisesti samat reagenssitilavuudet vieddan koelaitteen
yksittaisiin syvennyksiin, joihin syvennyksiin reagenssia on méaara vieda.

Keksintd koskee myos tamantyyppistd menetelméa, jossa annostelu-
laitteen ulokkeisiin tuodaan samanaikaisesti reagenssi upottamalla ulokkeet
reagenssiin.

Keksintdé koskee myés valineistod, joka kasittdd ainakin keksinndn
mukaisen koelaitteen ja annostelulaitteen. Vélineistd voi kasittdad useita
annostelulaitteita erilaisina edella esitettyina toteutuksina ja se voi kasittad myos
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vaihdettavia ulokkeita annostelulaitteita varten.
Esimerkki 1
Pienennetty peptidisynteesi

Tayden tripeptidiverkon (8 000 erilaista peptidid) pienennetty synteesi
suoritettiin  kayttaen keksinnon mukaisia koelaitteita. Esimerkissd kaytetty
koelaite muistutti kooltaan luottokorttia ja se oli konstruoitu siten, ettd se kasitti
455 syvennystd, joiden kunkin halkaisija oli 2 mm ja maksimitilavuus 5 pl.
Koelaite oli valmistettu polyeteenista. Jotta tdma kiinted kantaja tehtéisiin
sopivaksi peptidisynteesille, syvennykset késiteltin menetelmall&, jonka esittaa
edella mainittu Geysen et al. (1984). Polyakryylihapon karboksyyliryhmét
varustettin NHz-ryhmalla  kytkentareaktiolla  t-butyloksikarbonyyliheksamety-
leenidiamiini (BOC-HMDA) -kytkijalla N,N-disykloheksyylikarbodi-imidin ja N-
hydroksibentsotriatsolin (DDC/HOBE) lasna ollessa. Kaikki néma kytkentareaktiot
suoritettiin dimetyyliformamidissa (DMF).

Kun t-butyloksikarbonyyliyhma oli poistettu trifluorietikkahapolla
(TFA), kytkettin seos kaikista 20:std L-aminohaposta kayttden samaa mene-
telmaa kuin kaytettiin kytkijan kytkemiseen.

Kytkentareaktiossa kaytetty kokonaistilavuus oli maéaraltaan 3 pl
kullekin syvennykselle. Tarvittavien pienten méaéarien pipetointi tapahtui taysin
automaattisesti kayttaen tietokoneohjattua robottikéattd, jossa oli pipettiasennus
(Hamilton MicroLab 2200). Erityinen ohjelmisto kirjoitettiin tahan tarkoitukseen,
mika teki mahdolliseksi kahden téssd esimerkissd kaytettdvan keksinnon
mukaisen koelaitteen tayttdmisen tunnissa.

Kytkentaaika kullekin aminohapolle kesti noin 2 - 3 tuntia. Erot
kytkentaajassa johtuvat reaktion keskeytymisesté kun reaktioseos oli kokonaan
haihtunut.

BOC-ryhman poistamisen jalkeen TFA:lla seuraava aminohappo
kytkettiin samalla tavalla sen jalkeen, kun sykli oli toistettu vield kahdesti.

Viimeisen kytkentareaktion jalkeen ja BOC-ryhmén poistamisen
jalkeen NHz-ryhma asetyloitin seoksella, jossa oli etikkahappoanhydridia
DMF:ssa ja trietyyliamiinissa suhteessa 2/5/1. Sivuryhmi& suojaavat ryhmat
poistettin vahvassa happoympdristossa. Tarkoitukseen kéytettiin booritristri-
fluorietikkahappoa (BTT) TFA:ssa (30 mg/ml) kahden tunnin ajan huoneen
lampétilassa.

Peptidin kokonaisrakenne oli seuraava:

Ac-Az-Ax-Ar-X-sulku,
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jossa Ac on asetyyliryhmé&, Ax on yksittdinen aminohappo ja X on amino-
happojen seos.

Esimerkki 2

Elisa

Keksinnon mukaiset koelaitteet huuhdottiin fosfaattipuskuroidulla
suolaliuoksella (PBS, 3 x 10 min) ennen peptidien vilielyd seerumilla, minka
jalkeen keksinnén mukaiset koelaitteet esipaallystettin 1 tunnin ajan 37 °C:ssa
10 % hevosen seerumilla/10 % ovalbumiinilla/1 % Tween 80 PBS:ss& (SuperQ)
tiettyjen vasta-aineiden absorption ehkéisemiseksi. Keksinnon mukaiset
koelaitteet upotettiin kokonaan nesteeseen.

Koelaitteen syvennysten taytyttyd seerumilaimennus voi tapahtua
kahdella tapaa. Jos seerumia on vain vahan, koelaite voidaan tayttaa kayttéen
edellisessa esimerkissa mainittua robottikatta ja kun seerumia on riittavasti
koelaitteet voidaan upottaa seerumiin ja sen jalkeen pyyhkaista niin, etté kaikki
syvennykset tayttyvat samanaikaisesti.

Koelaiteviliely tapahtui yon aikana 4 °C:ssa vedelld kyllastetyssa
iimassa, minka jalkeen koelaitteet pestiin kolme kertaa 0,05 % Tween
80/PES:lla sitoutumattomien vasta-aineiden poistamiseksi. Keksinnén mukaiset
annostelu-laitteet, jotka oli vilielty seerumilla, viljeltin sen jalkeen 1 tunnin ajan
37 oC:ssa vasta-aine konjugoidulla peroksidaasientsyymilla (1/1 000 SuperQ-
liuos) upottamalla koelaitteet kyseistd entsyymia sisaltavaan liuokseen. Tamén
jalkeen testilaitteita huuhdottiin PBS:Ila 3 x 10 min. Toisen vasta-aineen lasnéolo
osoitettin  substraattinesteellda ABTS  (2,2'-atsiinidi[3-etyylibentstiatsoliini-
sulfonaatti (6)]. Tassa kohden on mahdollista kéyttad kahta edella mainittua
menetelmaa syvennysten tayttamiseen, joko kayttaa robottikatta tai upottaa
laitteet substraattiin.
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Patenttivaatimukset

1. Koelaite, joka kasittda levyn, joka sisaltda useita syvennyksia,
tunnettu siita, ettd syvennysten tilavuus on 0,1 - 20 pl ja ettd syvennysten
halkaisija on 1,0 - 4,0 mm, edullisesti 1,0 - 2,0 mm.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koelaite, tunnettu siita, etta
syvennysten tilavuus on 0,1-5 pl.

3. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen koelaite,
tunnettu siita, ettd syvennysten syvyyden ja halkaisijan vélinen suhde on
pienempi kuin 1:1, edullisesti pienempi kuin 2:3.

4. Jonkin edeltdvan patenttivaatimuksen mukainen koelaite, tun-
nettu siith, ettd syvennysten pystysuora poikkileikkaus on oleellisesti U-
muotoinen U:n sivujen ja pohjan vélisen siityméan ollessa véhittainen.

5. Jonkin edeltavan patenttivaatimuksen mukainen koelaite, tun-
nettu siita, ettd syvennykset erotetaan materiaalisuluilla, joiden leveys on 1,0
- 5,0 mm ja edullisesti 1,0 - 2,0 mm.

6. Jonkin edeltavdn patenttivaatimuksen mukainen koelaite,
tunnettu siita, ettd levy sisdltdad 5 - 20 syvennysta per cmz, edullisesti 10 -
15 syvennysta per cm?.

7. Jonkin edeltdvdan patenttivaatimuksen mukainen koelaite,
tunnettu siita, ettd levyn syvennykset koostuvat materiaalista, johon bio-
kemialliset molekyylit, kuten hormonit ja polysakkaridit, ja edullisesti peptidit ja
proteiinit pystyvat tarttumaan.

8. Jonkin edeltavan patenttivaatimuksen mukainen koelaite, tu n-
nettu siita, ettd syvennysten pohja on riittdvan l&pindkyva fotometrisen
analyysin suorittamiseksi.

9. Menetelmé (bio- ja/tai immuno-) kemiallisen kokeen suorittami-
seksi, erityisesti menetelmd, joka kasittdd huuhteluvaiheen, kuten ELISA tai
PEPSCAN, tunnettu siita, ettad kdytetdan jonkin patenttivaatimuksista 1 - 8
mukaista koelaitetta.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen meneteima, tunnettu siita,
ettéa koe suoritetaan kayttden naytemaaria, jotka ovat 0,1 - 5 pl.

11. Annostelulaite, tunnettu siita, ettd se sopii viemaan saman-
aikaisesti yhtd suuret reagenssitilavuudet jonkin patenttivaatimuksen 1- 8
mukaisen koelaitteen eri syvennyksiin, ja

ettd laitteessa on ulokkeita, joiden mitat ja keskindiset tilat ovat
sellaiset, etta yksittdiset ulokkeet voidaan sijoittaa samanaikaisesti jonkin
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patenttivaatimuksen 1 - 8 mukaisen koelaitteen syvennyksiin tai niiden
ylapuolelle, joihin reagenssia on maéré viedd, jolloin ulokkeet voivat olla
irrotettavia.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen annostelulaite, tunnettu
siita, ettd ulokkeiden sijainti on sellainen, etta sijainti vastaa oleellisesti jonkin
patenttivaatimuksen 1 - 8 mukaisen koelaitteen syvennysten sijaintia.

13. Jonkin patenttivaatimuksista 11 - 12 mukainen annostelulaite,
tunnettu siits, etta ulokkeet ovat pohjasta suljetut.

14. Menetelméa (bio- ja/tai immuno-) kemiallisen kokeen suorittami-
seksi kayttaen jonkin patenttivaatimuksen 11 - 13 mukaista annostelulaitetta,
tunnettu siita, etta

a) annostelulaitteen ulokkeet varustetaan reagenssilla silla tavoin,
ettd annostelulaitteen yksittaisilla ulokkeilla tai yksittdisissd ulokkeissa on
oleellisesti yhta suuret reagenssitilavuudet, ja

b) annostelulaite sijoitetaan sitten jonkin patenttivaatimuksen 1 - 8
mukaisen koelaifteen syvennysten sisdan tai niiden ylapuolelle, joihin
syvennyksiin on maard saattaa reagenssia, kunkin yksittdisen ulokkeen tai
kunkin ulokeryhmén sijaitessa syvennyksen sisélla tai sen ylapuolella saman-
aikaisesti, ja

c) oleellisesti samat reagenssitilavuudet vieddan koelaitteen
yksittéisiin syvennyksiin, joihin syvennyksiin on maéaré vieda reagenssia.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelma (bio-ja/tai
immuno-) kemiallisen kokeen suorittamiseksi, tunnettu siitd, etta
menetelman  vaiheessa a) annostelulaitteen  ulokkeet varustetaan
samanaikaisesti reagenssilla upottamalla ulokkeet reagenssiin.

16. Valineistd, tunnettu siita, ettd se kasittdd ainakin jonkin
patenttivaatimuksen 1 - 8 mukaisen koelaitteen ja ainakin jonkin patentti-
vaatimuksen 11 -13 mukaisen annostelulaitteen.
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Patentkrav:

1. Testanordning i form av en skiva som innehaller ett flertal brunnar,
kannetecknad av, att brunnarna har en volym i omradet 0,1 - 20 pl och
att brunnarnas diameter &r 1,0 - 4,0 mm, féretradesvis 1,0 -2,0 mm.

2. Testanordning enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av, att
brunnarna har en volym i omradet 0,1 - 5 pl.

3. Testanordning enligt nagot av de foéregaende patentkraven,
kannetecknad av, att forhallandet mellan brunnarnas djup och diameter
ar lagre an 1:1, foretradesvis lagre &n 2:3.

4. Testanordning enligt nagot av de foregaende patentkraven,
kannetecknad av, att ett vertikalt tvarsnitt av brunnarna ar vasentligen U-
format, och att évergangen mellan benen och basen i U:et ar graduell.

5. Testanordning enligt nagot av de féregdende patentkraven,
kannetecknad av, att brunnarna ar separerade genom materialbarriarer
med en bredd mellan 1,0 och 5,0 mm, féretradesvis mellan 1,0 och 2,0 mm.

6. Testanordning enligt nagot av de féregaende patentkraven,
kannetecknad av, att skivan innehdller 5 - 20 brunnar per cm’,
foretradesvis 10 - 15 brunnar per cm’.

7. Testanordning enligt nagot av de féregdende patentkraven,
kannetecknad av, att brunnarna i skivan bestar av ett material, vid vilket
biokemiska molekyler, sdésom hormoner och polysackarider och féretradesvis
peptider och proteiner, kan héfta sig.

8. Testanordning enligt nagot av de foéregaende patentkraven,
kannetecknad av, att bottnen av brunnarna ar tillrackligt transparent for
utférande av fotometrisk analys.

9. Férfarande for utférande av ett (bio- och/eller immuno)kemiskt test,
speciellt ett forfarande som omfattar ett skoljningssteg, sdsom ELISA eller
PEPSCAN, kannetecknat av, att en testanordning enligt nagot av
patentkraven 1 - 8 anvands.

10. Forfarande enligt patentkrav 9, kdannetecknat av, att
testet utféres under anvandning av provmangder mellan 0,1 och 5 pl.

11. Doseranordning, kdannetecknad av, att den lampar sig for
samtidig inféring av lika stor mangder reagenser i olika brunnar av en
testanordning enligt nagot av patentkraven 1 - 8, och

att anordningen férsetts med utsprang, vilka har sadana dimensioner
och inbdrdes avstand att individuella utsprang samtidigt kan placeras i eller
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ovanfér brunnarna i en testanordning enligt patentkraven 1 - 8, vilken &r avsedd
att forses med reagens, varvid namnda utsprang eventuellt &r |6sgérbara.

12. Doseranordning enligt patentkrav 11 kdnnetecknad av,
att laget for utsprangen ar sadant av namnda lage vésentligen motsvarar laget
for brunnarna i testanordningen enligt nagot av patentkraven 1 - 8.

13. Doseranordning enligt nagot av patentkraven 11-12, kanne-
tecknad av, att utsprangen ar tillslutna vid bottnen.

14. Foérfarande for utférande av ett (bio- och/eller immuno)kemiskt
test under anvandning av en doseranordning enligt nagot av patentkraven 11 -
13, kannetecknat av, att

(a) utsprangen i doseranordnignen forsetts med reagens pa sadant
satt, att vasentligen lika stora volymer reagens &r narvarande pa eller i de
individuella utsprangen i doseranordningen, och

(b) doseranordingen placeras sedan i eller ovanfér brunnarna i
testanordningen enligt nagot av patentkraven 1- 8, varvid varje individuellt
utsprang eller varje grubb av utsprang da brunnarna skall férses med reagens,
ligger i eller ovanfor en brunn samtidigt, och

(c) att vasentligen lika stora volymer reagens infors i test-
anordningens individuella brunnar da brunnarna skall férses med reagens.

15. Férfarande for utférande av ett (bio- och/eller immuno)kemiskt
test enligt patentkrav 14, kannetecknat av, att i steget (a) forses
utsprangen i doseranordningen samtidigt med reagens genom neddoppning av
utsprangen i reagensen.

16. Testférpackning, kdnnetecknad av, att den omfattar
atminstone en testanordning enligt patentkraven 1 - 8 och atminstone en
doseranordning enligt nagot av patentkraven 11 - 13.
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