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PATENTKRAV 

 

1. In vitro-fremgangsmåte for reversibel farging av en målcelle, idet målcellen 5 
omfatter et reseptormolekyl på overflaten derav, med en detekterbar etikett, der 

fremgangsmåten omfatter:     

å bringe en blanding av celler som omfatter målcellen i kontakt med  

(i) en reseptorbindingsreagens, reseptorbindingsreagensen omfatter minst ett 

bindingssted B, hvori bindingsstedet B spesifikt binder til reseptormolekylet, hvori 10 
dissosiasjonsratekonstanten (koff) som bestemt ved overflateplasmonresonans for 

bindingen mellom reseptorbindingsreagensen via bindingsstedet B og 

reseptormolekylet har en verdi på 0,5 x 10-4 sec-1 eller høyere, idet 

reseptorbindingsreagensen videre omfatter minst en bindingspartner C, hvori 

bindingspartneren C kan bindes reversibelt til et bindingssted Z til en 15 
multimeriseringsreagens, 

(ii) en multimeriseringsreagens, idet multimeriseringsreagensen omfatter minst to 

bindingssteder Z for den reversible bindingen av bindingspartneren C til 

reseptorbindingsreagensen, 

hvori reseptorbindingsreagensen (i) og multimeriseringsreagensen (ii) danner 20 
multivalente bindingskomplekser som binder til målcellen, idet hvert multivalente 

bindingskompleks omfatter minst to av reseptorbindingsreagensene bundet til en av 

multimeriseringsreagensen, idet det multivalente bindingskomplekset gir økt aviditet, 

i forhold til reseptorbindingsreagensen; og 

(iii) den detekterbare etiketten er bundet eller i stand til å binde til det multivalente 25 
bindingskomplekset, 

hvori målcellen farges ved binding av det multivalente bindingskomplekset til 

målcellen, og hvori farging av målcellen er reversibel ved forstyrrelse av bindingen 

mellom bindingspartneren C til reseptorbindingsreagensen og bindingsstedene Z- til 

multimeriseringsreagensen, 30 
hvori reseptorbindingsreagensen som spesifikt binder til reseptormolekylet er valgt 

fra gruppen som består av et antistoff, et divalent antistoffragment, et monovalent 

antistoffragment, et proteinbindende molekyl med antistofflignende 

bindingsegenskaper og et MHC-molekyl,  

hvori målcellen er en pattedyrcelle, 35 
fremgangsmåten omfatter videre å separere den fargede cellen fra ikke-målceller til 

stede i blandingen av celler. 
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2. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori dissosiasjonskonstanten (Kd) for den 

reversible bindingen mellom bindingsstedet Z, og partneren C er i området på 10-2 

M til 10-13 M. 

   

3. Fremgangsmåten ifølge krav 1, hvori dissosiasjonsratekonstanten (koff) for 5 
bindingen mellom reseptormolekylbindingsreagensen og reseptormolekylet har en 

verdi på 1 x 10-4 sec-1 eller høyere, på 2 x 10-4 sec-1 eller høyere, eller 3 x 10-4 

sec-1 eller høyere, på 4 x 10-4 sec-1 eller høyere, på 5 x 10-4 sec-1 eller høyere, på 

1 x 10-3 sec-1 eller høyere, på 1,5 x 10-3 sec-1 eller høyere, på 2 x 10-3 sec-1 eller 

høyere, på 3 x 10-3 sec-1 eller høyere, på 4 x 10-3 sec-1, på 5 x 10-3 sec-1 eller 10 
høyere, eller 1 x 10-2 sec-1 eller høyere. 

   

4. Fremgangsmåten ifølge ett av kravene 1 til 3, hvori dissosiasjonskonstanten (Kd) 

for bindingen mellom reseptorbindingsreagensen og reseptormolekylet er i 

området på 10-2 M til 10-10 M. 15 
   

5. Fremgangsmåten ifølge krav 4, hvori dissosiasjonskonstanten (Kd) for bindingen 

mellom reseptorbindingsreagensen og reseptormolekylet er i området på 10-3 M til 

10-10 M, eller 10-3 M til 10-9 M, eller 10-3 M til 10-8 M, eller 10-3 M til 10-7 M, eller 

10-7 M til 10-10 M, eller 10-7 M til 10-9 M. 20 
   

6. Fremgangsmåten ifølge ett av kravene 1 til 5, som videre omfatter fjerning av 

fargingen fra målcellen ved å forstyrre bindingen mellom bindingspartneren C til 

reseptorbindingsreagensen og bindingsstedene Z til multimeriseringsreagensen. 

   25 
7. Fremgangsmåten ifølge krav 6, hvori fjerning av multimeriseringsreagensen 

resulterer i en dissosiasjon av reseptorbindingsreagensen fra den fargede cellen. 

   

8. Fremgangsmåten ifølge ett av kravene 1 til 7, hvori  

(a) bindingspartneren C omfatter biotin og multimeriseringsreagensen omfatter en 30 
streptavidinanalog eller en avidinanalog som reversibelt binder til biotin, 

(b) bindingspartneren C omfatter en biotinanalog som reversibelt binder til 

streptavidin eller avidin, og multimeriseringsreagensen omfatter streptavidin eller 

avidin eller en streptavidinanalog eller en avidinanalog som reversibelt binder til 

biotinanalogen, eller 35 
(c) bindingspartneren C omfatter et streptavidin- eller avidinbindingspeptid og 

multimeriseringsreagensen omfatter streptavidin eller avidin eller en 
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streptavidinanalog eller en avidinanalog som reversibelt binder til streptavidin- 

eller avidinbindingspeptidet. 

 

9. Fremgangsmåten ifølge krav 8, hvori bindingspartneren C omfatter 

streptavidinbindingspeptidet Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys og 5 
multimeriseringsreagensen omfatter streptavidinanalogen Val44-Thr45-Ala46-Arg47 

eller streptavidinanalogen lle44-Gly45-Ala46-Arg47. 

   

10. Fremgangsmåten ifølge ett av kravene 1 til 9, hvori bindingen mellom 

bindingspartneren C og bindingsstedene Z til multimeriseringsreagensen 10 
forekommer i nærvær av et divalent kation. 

   

11. Fremgangsmåten ifølge krav 10, hvori bindingspartneren C omfatter et 

kalmodulinbindingspeptid og multimeriseringsreagensen omfatter kalmodulin, 

eller 15 
hvori bindingspartneren C omfatter et FLAG-peptid og multimeriseringsreagensen 

omfatter et antistoff som binder FLAG-peptidet, eller 

hvori den første bindingen C omfatter en oligohistidintag og 

multimeriseringsreagensen omfatter et antistoff som binder oligohistidintaggen. 

   20 
12. Fremgangsmåten ifølge krav 10 til 11, hvori bindingen mellom bindingspartneren 

C og bindingsstedene Z til multimeriseringsreagensen avbrytes av 

metallionchelatering. 

   

13. Fremgangsmåten ifølge krav 12, hvori metallchelateringen utføres ved tilsetning 25 
av EDTA eller EGTA. 

   

14. Fremgangsmåten ifølge ett av kravene 1 til 13, hvori multimeriseringsreagensen 

er en oligomer eller en polymer av streptavidin eller avidin eller av enhver analog 

av streptavidin eller avidin. 30 
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