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(57) Sammendrag

Oppfinnelsen vedreorer teknikker for kvalitativ
og/eller kvantitativ deteksjon av kjemiske, bio-
kjemiske eller biologiske bestanddeler i en preve,
samt sensorer egnet for bruk i slike teknikker. Den
angar spesielt en fremgangsmate for sgking etter en
ligand i en preve, omfattende a) inkubering av preven
i kontakt med overflaten til en optisk struktur,
hvilken optiske struktur omfatter et substrat med en
forste brytningsindeks N1 og et overflatelag med en
annen brytningsindeks N2, idet overflatelaget er slik
at en ledet bolgemodus av resonant straling under
bruk kan forplantes i dette, og idet det pa over-
flatelaget er adsorbert eller bundet, enten direkte
eller indirekte en spesifikk bindingsdeltager for den
ligand det er gnskelig & detektere, b) bestrdling av
den optiske struktur ved en vinkel eller innen et
vinkelomrade til normalen, c) analysering av den
reflekterte, overforte og/eller forplantede straling
for a bestemme om, og om ¢nsket i hvilken grad og/eller
hastighet egenskapene til de ledede bglgemodi i den
optiske strukturen blir endret ved dannelse av et
kompleks mellom liganden og den spesifikke bindings-
deltager.
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Foreliggende oppfinnelse vedrorer underseokelsesteknikker
for kvalitativ og/eller kvantitativ deteksjon av kjemiske,
biocokjemiske eller biologiske bestanddeler i en preve, og angar
nermere bestemt en fremgangsmate for deteksjon av en ligand i
en preve, samt et apparat til bruk ved en slik fremgangsmate.

De preveteknikker som foreliggende oppfinnelse vedrerer,
er basert pa affiniteten mellom de bestanddeler som skal
preves (heretter kalt ligand) og et spesielt bindingsmateriale
for liganden (heretter kalt spesiell eller spesifikk bindings-
deltager) som er pafert en spesiell type overflate.

Fra K. Tiefenthaler og W. Lukosz, Optics Letters 10, 137
(1984) er kjent retningsomkoplings-effekter i planare, optiske
bezlgeledere med overflategittere. Omkoplingen bevirkes ved
adsorpsjon eller desorpsjon av vann eller andre adsorbater pa
belgelederens overflate, gjennom en forandring i effektiv
brytningsindeks for de ledede modi under gitteret, idet de
ledede modi blir eksitert ved hjelp av en monokromatisk
lyskilde, nemlig en laserstrdle. Allment tilgjengelig inter-
nasjonal patentsekad WO86/07149 beskriver en anvendelse av
denne teknikken for selektiv deteksjon av spesifikke stoffer i
gassformede, flytende, faste eller porese prover.

De internasjonale patentpublikasjoner W084/02578 og
WO86/01901 beskriver preveteknikker som omfatter (a) belegging
av minst en del av en overflate (som har en forut bestemt
relieff-profil) pad et substrat med en tynn film av én spesiell
bindings-deltaker, idet nevnte del av overflaten er optisk
aktiv med hensyn til straling over et belgelengdeband, og (b)
fering av den belagte overflate i kontakt med en preve og
observering av de optiske egenskapene til nevnte del av over-
flaten for a bestemme en kvalitativ og/eller kvantitativ
endring i optiske egenskaper som et resultat av ligandens
binding pa den tynne filmen av den spesielle bindingsdeltager
pa overflaten.

Som beskrevet i W084 /02578 og WO86/01901, har den forut
bestemte relieffprofil vanligvis form av et optisk gitter som
. kan vere et enkelt gitter eller to eller flere kryssede

gittere hvis ribber for eksempel kan ha kvadratisk, sinus-
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formet eller trekantet tverrsnittform, og i den felgende
beskrivelse er referanser til et gitter ment & omfatte alle
slike gittere.

I publikasjonen WO84/02578 blir endringen i gitterets
optiske egenskaper som et resultat av bindingen til den
liganden som skal proves (slik som et spesielt antigen i
blodserum) frembrakt hovedsakelig som et resultat av (1)
massen eller mengden av den bundne ligand og (2) dens
dielektriske egenskaper.

I publikasjonen WO86/01901 blir bindingstilfellene
overvaket ved hjelp av endringer i de fluorescerende
egenskapene til en fargemerket bindingsdeltager festet til
sensoroverflaten.

Det er et formal med foreliggende oppfinnelse & tilveie-
bringe en alternativ fremgangsmate for preving eller under-
sekelse som involverer en mer folsom sensortype.

I sitt bredeste aspekt tilveiebringer derfor oppfinnelsen
en fremgangsmate for deteksjon av en ligand i en preve, hvor
preoven inkuberes i kontakt med overflaten til en optisk
struktur, hvilken optiske struktur omfatter et substrat med en
ferste brytningsindeks N1 og et overflatelag med en andre
brytningsindeks N2, der overflatelaget er slik at en ledet
bslgemodus med resonant straling under bruk kan forplantes i
dette, og der det til overflatelaget er adsorbert eller
bundet, enten direkte eller indirekte, en spesifikk
bindingsdeltager for den ligand det er enskelig a detektere.
Fremgangsmaten kjennetegnes ved at den optiske struktur
bestrales med polykromatisk lys ved en fast vinkel til
normalen, og det reflekterte og/eller gjennomgaende lyset
analyseres for & bestemme om, og om ensket, i hvilken
utstrekning og/eller med hvilken hastighet absorpsjonen av
noen lys-beolgelengder som resultat av resonans for ledede
belger, endres ved dannelse av et kompleks mellom liganden og
den spesifikke bindingsdeltager.

Man vil forsta at for & forplante en ledet beslgemodus i
overflatelaget, ma N2 vere storre enn N1. Det blir imidlertid

spesielt foretrukket at brytningsindeksene N1 og N2 er omtrent
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like (men ikke helt identiske) og at begge er omkring 1,5.

Den optiske struktur er fortrinnsvis et diffrak-
sjonsgitter med et substrat av klar plast, for eksempel
polykarbonat, eller glass og et overflatelag med enhver egnet
brytningsindeks. Det er fordelaktig a benytte en optisk
struktur ved fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen der
overflatelaget er mindre enn 700 nm tykt.

Overflatelaget med brytningsindeks N2 kan omfatte et tynt
materiallag. NAar substratet til den optiske struktur er av
plast, kan eksempelvis det tynne materiallaget pa denne vare
av glass eller silisiumoksyd, og nar substratet er av glass,
for eksempel fosfatglass, kan det tynne materiallaget vare av
silisiumoksyd eller spinnbelagt polymer, for eksempel poly-
styren. Imidlertid foretrekkes det spesielt at substratet til
den optiske strukturen er av glass og at overflatelaget med
brytningsindeks N2 omfatter overflaten av substratet
impregnert med metallioner, for eksempel seglv- og/eller bly-
ioner. En fremgangsmate for dannelse av et overflatelag med
brytningsindeks N2 pa en optisk struktur som definert her,
omfatter eksponering av den optiske strukturens overflate for
selvnitrat og/eller blynitrat.

I samsvar med et andre aspekt av oppfinnelsen er det
frembrakt et apparat til bruk ved deteksijon av en ligand i en
preve i henhold til det bredeste aspekt nevnt ovenfor, og
apparatet kjennetegnes ved at det omfatter en sensor som har
et substrat med en ferste brytningsindeks N1 og et
overflatelag med en andre brytningsindeks N2, hvor over-
flatelaget er slik at en ledet beslgemodus med resonant
strdaling under bruk kan forplantes i dette, og der det til
overflatelaget er adsorbert eller bundet, enten direkte eller
indirekte, en spesifikk bindingsdeltager for den ligand det er
enskelig & detektere, en spektraldetektor, og en kilde for
polykromatisk lys.

Oppfinnelsen er spesielt nyttig til deteksjon av
antistoffer eller antigener [i hvilket tilfelle den spesielle
bindingsdeltager kan vere henholdsvis et antigen eller et

antistoff (monoklonalt eller polyklonalt)], men andre ligander



kan detekteres ved bruk av andre,
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spesielle bindingsdeltagere,

som diskutert nedenfor. Oppfinnelsen er imidlertid ikke

begrenset til anvendelse av biosensorer, og kan involvere

kjemiske sensorer, som for eksempel kjemiske gass-detektorer

hvor spesifikk adsorpsjon pa eller absorpsjon i overflatelaget

kan inntreffe.

Oppfinnelsen vil spesielt bli beskrevet i det felgende

under henvisning til et antistoff eller et antigen som den

spesielle bindingsdeltager eller ligand. Oppfinnelsen er

imidlertid ikke begrenset til fremgangsmater for antistoff-

eller antigen-prever, men omfatter prever som kan brukes til a

detektere enhver kjemisk, biokjemisk eller biologisk

bestanddel i en prove. Eksempler pa egnede bindingsdeltagere

som kan immobiliseres pa en optisk struktur ifelge

oppfinnelsen og ligander som kan undersekes ved hjelp av

fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen, er gitt i tabell 1

nedenfor.

Tabell I

Ligand

Spesifikk

bindingsdeltagexr antigen
spesifikt antistoff

antistoff
hormon
hormon-reseptor

polynukleotid-trad

avidin
biotin
protein A

immunoglobulin

enzym

enzym-cofaktor (substrat)
eller inhibitor
lektiner

spesifikt lektin-karbohydrat

antigen

hormon-reseptor

hormon

komplementar polynukleotid-
trad

biotin

avidin

immunoglobulin

protein A

enzym-cofaktor (substrat)
eller inhibitor

enzym

spesifikt karbohydrat

lektiner
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Fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen har en meget bred an-
vendelse, men den kan spesielt brukes til a detektere:
hormoner innbefattet peptidhormoner, (for eksempel
tyroidstimulerende hormon (TSH), luteiniserende hormon (LH),
menneskelig korionisk gonadotrofin (hCG), follikkel-
stimulerende hormon (FSH) insulin og prolaktin) og ikke-peptid
hormoner (for eksempel steroid-hormoner slik som kortisol,
estradiol, progesteron og testosteron, eller tyroidhormoner
slik som tyroksin (T4) og trijod-tyronin), proteiner (for
eksempel karsino-embryonisk antigen (CEA) og alfafetoprotein
(AFP) ), narkotika (for eksempel digoksin) sukker, toksiner,
vitaminer, virus, bakterier eller mikroorganismer.

Man vil forsta at uttrykket "antistoff" som brukt her, er
ment & omfatte
a) enhver av de forskjellige klasser eller underklasser

av immunoglobulin for eksempel IgG, IgA, IgM eller

IgE, utledet fra noen av de vanlig brukte dyr, for

eksempel sau, kanin, geit eller mus,

b) monoklonale antistoffer,

c) intakte molekyler eller "fragmenter" av antistoffer,
monoklonale eller polyklonale, idet fragmentene er de som
inneholder antistoffets bindingsomréde, d.v.s. fragmenter
som mangler Fc-delen (for eksempel Fab, Fab', F(ab'),),
eller de sdkalte "halvmolekyl"-fragmenter som oppnds ved
reduserende spalting av disulfid-bindinger som forbinder

de tunge kjedekomponenter i det intakte antistoff.

Fremgangsmaten til preparering av fragmenter av anti-
stoffer er velkjent pa omradet og vil ikke bli beskrevet her.

Uttrykket "antigen" som brukt her, er ment & innbefatte
bade permanent antigeniske typer (for eksempel proteiner,
bakterier, bakteriefragmenter, celler, cellefragmenter og
virus) og haptener som kan gjeres antigeniske under passende
forhold.

Oppfinnelsen vil bli beskrevet mer detaljert under hen-
visning til en foretrukket utforelsesform hvor den optiske

struktur er et diffraksjonsgitter. Man vil imidlertid forsta
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at andre optiske strukturer slik som for eksempel optiske
bolgeledere, optiske fibere og belagte prismer med passende
utforming kan vere innbefattet innenfor oppfinnelsens ramme.

Oppfinnelsens virkning, ndr man observerer systemets
nullte ordens diffraksjons-effektivitet, beror pa den skarpe
resonans-anomali som skyldes eksitasjon av ledede belger i det
trelags dielektriske arrangement som er dannet mellom den
optiske struktur som beskrevet her slik som et belagt
diffraksjonsgitter, og preven i kontakt med den optiske
strukturens overflatelag. Selv om man teoretisk ikke skulle
vente & kunne observere denne resonansen, vil det i praksis
vanligvis vere en tilstrekkelig dempning av den innfallende
straling til & observere fenomenet. I visse tilfeller kan det
imidlertid vare eonskelig a stimulere absorpsjonen av koblet
straling ved egnet endring av ett eller flere av lagene til
arrangementet. Et slikt arrangement kan besta av et substrat
med brytningsindeks N1, belagt med et likeformet belegg med
brytningsindeks N2 i kontakt med luft eller en vaske med en
tredje brytningsindeks N3. Ved passende valg av gitterdybde,
N1 og N2, og gitter-mellomrom (mellom ribbene) er en resonans
med en meget smal spektralbredde i sterrelsesorden 0,1 nm
mulig.

Variasjon i tykkelsen av belegget, som virker som en
belgeleder ved resonans, forarsaker en endring i lederens
modus-struktur og en tilsvarende forskyvning i den innfalls-
vinkel som er nedvendig for a4 eksitere den.

Folsomheten kan gkes ved 3 gjere N1 og N2 meget like og
ved & redusere tykkelsen til belegget/belgelederen. Dette
skjer fordi reduksjon av beleggets tykkelse gker hastighets-
endringen til forplantningshastigheten i dette for en gitt
endring i1 beleggets tykkelse, og dette oker forskyvningen i
den kritiske innfallsvinkel (for en gitt belgelengde) i
forhold til tykkelsesendringer.

En egnet sensor for anvendelse 1 samsvar med oppfinnelsen
omfatter et diffraksjonsgitter med N1 lignende N2, og begge
tilnermet 1lik 1,5, en gitterdybde pa omkring 0,1 mikrometer,

gittermellomrom pa& omkring 0,3 mikrometer og en belegg/-
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bolgeleder-tykkelse pa omkring 0,7 mikrometer, med en
folsomhet i likhet med den til sensoren som er beskrevet i
internasjonal patentpublikasjon W084/02578. NA&ar tykkelsen av
belegget/-belgelederen blir redusert til under 0,7 mikrometer,
kan denne folsomheten gkes fire eller fem ganger.

Diffraksjons-gittere kan prepareres pad enhver konven-
sjonell mate. Saledes kan for eksempel et plastgitter
fremstilles ved injeksjonssteping fra en modermatrise
fremstilt ved hjelp av laser-interferometri. En sensor kan sa
syntetiseres ved avsetning av et tynt lag av et dielektrisk
materiale pa gitteret, for eksempel ved avsetning av glass
eller SiO, ved henholdsvis sputtering eller vakuum-padamping.

Alternativt kan et diffraksjonsgitter av glass frem-
stilles ved & tegne linjer i overflaten pa optisk plant glass
eller ved & spinne en fotoresist pa et optisk plant glass-
substrat, eksponere det for et interferensmenster, for
eksempel frembrakt ved hjelp av et lysinterferometer, og sa
etse glassoverflaten ved a& eksponere interferensmensteret i
resisten med reaktive ioner. Et glassgitter med en ione-
impregnert overflate kan sa konstrueres. For eksempel kan
selv- og/eller bly-ioner bindes i gitterets overflatelag ved a
eksponere overflaten for selvnitrat og/eller bly-nitrat.
Dette tillater migrasjon av selv- og/eller bly-ioner inn 1
glassoverflaten, og tilveiebringer sidledes et meget tynt
overflateomrade med en brytningsindeks som er litt forskjellig
fra resten av glasset. Den lille tykkelsen pa overflatelaget
og de tilnermet like brytningsindeksene til substratet og
overflatelaget, er begge nedvendige for a gi god felsomhet.

De optiske egenskapene til en optisk struktur belagt med
en spesifikk bindingsdeltager, blir endret ved kompleks-
dannelse mellom den spesifikke bindingsdeltager og den
komplementere ligand, og i en utferelsesform av oppfinnelsen
er det mulig, ved & sammenligne de optiske karakteristika for
et standardomrade (ubehandlet) med egenskapene til et
behandlet testomrade av overflaten, & bestemme kvalitativt
eller kvantitativt om en bindingsreaksjon har inntruffet i

testomradet. I en alternativ utferelsesform hvor for eksempel
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den spesifikke bindingsdeltager er et antistoff, blir et
antistoff som er spesifikt for antigenet det sekes etter,
adsorbert pa eller bundet til minst ett diskret testomrade pa

den optiske strukturens overflate, og et protein som ikke er

en spesifikk bindingsdeltager for noen ligand som kan vere til
stede i preven som testes (her kalt et ikke-spesifikt protein)
blir adsorbert pa eller bundet til minst ett diskret
referanseomrade pa overflaten. Det ikke-spesifikke protein

kan for eksempel vare et inaktivert antistoff eller et

antistoff hevet mot en ligand som ikke er til stede i preovene

som skal testes, og for eksempel ndr preovene som skal testes,

er menneskelige sera, kan det ikke-spesifikke protein vare et anti-
mus antistoff. Eventuelle forskjeller mellom den ikke-spesifikke
binding til for eksempel proteiner som er til stede i testpreven
og enten det spesifikke antistoff eller det ikke-spesifikke
protein kan bestemmes ved & sammenligne de optiske egenskapene
til testomradet med referanseomriadet etter eksponering for en
prove som ikke inneholder det antigenet det sgkes etter, slik at
en tilnzrmet korreksjon om nedvendig kan foretas. Sammenligning
av de optiske karakteristika for test- og standard-omradene til
en lignende biosensor under eller etter eksponering for en preve
som skal testes, kan sa tilveiebringe et mdl pad kompleks-dannelse
mellom det antigen det sogkes etter, og dets spesifikke antistoff.
Hvert omrade kan omfatte et kontinuerlig lag med en spesifikk
bindingsdeltager, eller hver bindingsdeltager kan vare til stede
ved diskrete intervaller innenfor ethvert gitt omrade for & danne
et diskontinuerlig lag.

I samsvar med oppfinnelsen blir den optiske struktur
bestralt ved en fast innfallsvinkel med polykromatisk lys, og det
reflekterte og/eller overfeorte lys blir analysert for & bestemme
eventuelle belgelengder av lys som blir absorbert pa grunn av
ledet bglgeresonans.

Midlene for analysering av det reflekterte eller overferte
lys kan vare en spektrumdetektor som bestemmer eventuelle
bezlgelengder som mangler i det reflekterte eller overferte lys,
sammenlignet med det bestralende lys, og som genererer et signal

som indikerer de manglende belgelengder. Den signalgenererende
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anordning kan vare kalibrert for & tilveiebringe en direkte
utlesning.

Hvis en betydelig belgelengde-forskyvning blir funnet mellom
den manglende del av spekteret for og etter at en preve bringes i
kontakt med den belagte gitteroverflate, kan det sluttes at
binding av et komplementzrt materiale har inntruffet ved
overflaten, og dermed at preven inneholdt en spesifikk ligand
kjent for & binde seg til belegget med dens spesifikke bindings-
deltager.

I et ytterligere aspekt av foreliggende oppfinnelse er det
tilveiebrakt et apparat til bruk ved en fremgangsmate som
beskrevet ovenfor, og apparatet omfatter (A) en sensor med et
substrat med en ferste brytningsindeks N1 og et overflatelag med
en andre brytningsindeks N2, hvor overflatelaget er slik at en
ledet bglgemodus med resonant straling under bruk kan forplantes
i dette, og der det til overflatelaget er adsorbert eller bundet,
enten direkte eller indirekte, en spesifikk bindingsdeltager for
den ligand det er enskelig A& detektere; og (B) en spektral-
detektor. En kilde for polykromatisk lys inngar ogsa i dette
apparatet.
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PATENTIZ KRAYV

1. Fremgangsmate for deteksjon av en ligand i en preve, hvor
proven inkuberes i kontakt med overflaten til en optisk struktur,
hvilken optiske struktur omfatter et substrat med en forste
brytningsindeks N1 og et overflatelag med en andre brytnings-
indeks N2, der overflatelaget er slik at en ledet belgemodus med
resonant straling under bruk kan forplantes i dette, og der det
til overflatelaget er adsorbert eller bundet, enten direkte eller
indirekte, en spesifikk bindingsdeltager for den ligand det er
enskelig & detektere,
karakterisert v e d at den optiske struktur
bestriales med polykromatisk lys ved en fast vinkel til normalen,
og

det reflekterte og/eller gjennomgdende lyset analyseres for
& bestemme om, og om gnsket, i hvilken utstrekning og/eller med
hvilken hastighet absorpsjonen av noen lys-bglgelengder som
resultat av resonans for ledede belger, endres ved dannelse av et

kompleks mellom liganden og den spesifikke bindingsdeltager.

2. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved at den optiske struktur er et
diffraksjonsgitter.

3. Fremgangsmate ifelge krav 1 eller 2,

karakterisert ved at den spesifikke bindings-

deltager er et antigen eller et antistoff.

4. Fremgangsmate ifelge noen av de foregdende krav,
karakterisert v ed at brytningsindeksene N1 og

N2 er tilnzrmet, men ikke neyaktig like, og begge er omkring 1,5.

5. Fremgangsmate ifeslge noen av de foregdende krav,
karakterisert ved at overflatelaget med

brytningsindeks N2 omfatter et tynt materiallag.

6. Fremgangsmate ifelge krav 5,
karakterisert v e d at substratet til den optiske
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strukturen er av glass og det tynne materiallaget er silisium-

oksyd.

7. Fremgangsmate ifelge krav 5,

karakterisert v ed at substratet til den optiske
strukturen er av plast og det tynne materiallaget er glass eller
silisium-oksyd.

8. Fremgangsmate ifelge noen av kravene 1 til 4,
karakteriserxrt ved at overflatelaget med
brytningsindeks N2 omfatter substratets overflate impregnert med

metallioner.

9. Fremgangsmate ifelge krav 8,
karakterisert v e d at den optiske strukturens
substrat er av glass og overflatelaget omfatter substratets

overflate impregnert med selv og/eller bly-ioner.

10. Fremgangsmate ifelge noen av de foregadende krav,
karakterisert v e d at overflatelaget med

brytningsindeks N2 er mindre enn 700 nm tykt.

11. Apparat til bruk ved en fremgangsmate som angitt i krav 1,
karakterisert v e d at det omfatter

en sensor som har et substrat med en forste brytningsindeks
N1 og et overflatelag med en andre brytningsindeks N2, hvor over-
flatelaget er slik at en ledet belgemodus med resonant straling
undexr bruk kan forplantes 1 dette, og der det til overflatelaget
er adsorbert eller bundet, enten direkte eller indirekte, en
spesifikk bindingsdeltager for den ligand det er eonskelig a
detektere,

en spektraldetektor, og

en kilde for polykromatisk lys.
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