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Menetelmd ja laite liuoksessa olevien elementtien
madrittamiseksi valojohdolla
Forfarande och anordning for bestamning av element i

16sning med en ljusledare

Keksinndn kohteena on valojohdon kadyttdminen nesteessd liuok-
sena olevan elementin (eli analyytin) konsentraation mddritta-
miseksi mittaamalla nopeus (joka on konsentraatiosta riip-
puva), jolla se yhtyy mddrattyyn reagoivaan aineeseen eli
reagenssiin tai dissosioituu siitd, esim. kompleksointireak-
tion konjugaattiosana. Lahemmin mddriteltynd keksinnon koh-
teena on menetelmd8 1liuoksessa olevan analyytin mddrittami-
seksi, jonka menetelmdan mukaan analyytin Jja reagenssin
reaktiotuotteen kerros muodostetaan valotetun valojohdon
pintaan, jossa valojohdossa kulkee moneen kertaan Kkokonais-
heijastunut sdhkOmagneettinen aaltosignaali, jolloin tama
kerros muuttaa valojohdon optisia ominaisuuksia mainitun sig-
naalin modifioimiseksi ja tdmd& modifikaatio mitataan ja mit-
taustulosta kdytetddn mainittua mddritystd8 varten. Keksinto
soveltuu tdten erilaisiin kemiallisiin ja biologisiin jarjes-
telmiin ja erikoisen hyvin pienend konsentraationa esiintyvien
bioaktiivisten molekyylien mddrittdmiseksi immunokoetyyppisten
reaktioiden avulla, jotka reaktiot toisin sanoen perustuvat
kompleksien muodostamiseen siten, ettd vasta-aine (AB) liite-
tddn antigeenin (AG) molekyyleihin tai painvastoin.

T31134 alalla on Jjo olemassa lukuisia menetelmid edella
mainitun mdirityksen suorittamiseksi Dbiokemian tunnettuja
keinoja kdyttden. Niinpd voidaan kemiallisia reaktioita kadyt-
tdd analyytin ilmaisemiseksi monella eri tavoin. Tunnettuihin
menetelmiin sisdltyy titraus eli reaktio mdaratyn reagenssin
kanssa, mika antaa tulokseksi varjaantyneen tuotteen tai
sakan. Tdmdn ilmaisujdrjestelmdn edellytyksena on, etta
reagenssia on 1lidsnd ekvivalenttisin tai ylimddrin, niin ettd
tuote voidaan mitata kdyttamadlla tavanomaista fotometriaa,

nefelometriaa, kolorimetriaa, jne. Mittausjdrjestelmd@ valitaan
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mitattavan siqgnaalin tason nerusteella. Analyvtin hvvin pie-
nil1i X%onsentraatioilla ilmaisu tulee vaikeaksi, inolloin
suurempi diskriminaatio voidaan saavuttaa esim. Yonsentroi-
malla reaktiotuote paikallisesti, kuten liuotinuuttamalla,
sentrifugoimalla, jne., mikd voi kivdi hwankalaksi Ja %alliik-
si. BEdelli mainittua haittaa voitiin kuitenkin huomattavasti
viahentii, %un vuonna 1960 saatiin kAvttoon kAvttdkelpoinen
menetelmi erittiin pienini konsentraatioina esiintvvien bio-
kemiallisten analyvttien mittaamiseksi. TAss? mikroanalvvtti-
sessi jirjestelmissi (radio-immunokokeessa) kivtettiin hyad-
dyksi molekyylisti tunnistamista varten biologisten jArijestel-
mien ominaisuuksia f(antiqgeenin ja vasta-aineen reaktioita) ija
radioaktiivisten mittausten erittiin suurta herkkyyttd (kayt-
t3mA114 merkintiradioaktiivisuuden omaavia isotooopeja). Tamin
"1ipimurron® oleellisena tunnusmerkkini oli kAyttid hvddvksi
teagenssin rajoittuncita kokeita ja merkkiaineita mitattavan
analyytin reaqgenssin sitomien ja vavaiden osien vAlisen jakau-
tumisen mittaamiseksi (kts. esim. julkaisua Review Paper "The
theoretical aspects of saturation analysis” R.P. FRKINS Julkai-
sussa "Tn vitro procedures with radioisotones in medicine",
International Atomic Tnerqy Agency, June 1970). Vaikka immuno-
Lokeet ensin selitettiin kokeita varten, Joissa reaqgenssia
kivtettiin rainitetusti, on mydhemmin selitettv kivttokelpoi-
sia d5rijestelmii sellaisia menetelmid varten, joissa reagens-
sia kiytetian vlimiirin (kts. julkaisua MILRS et al, Biochem,
J. 108, 611 (1968)).

Nykviin tunnetut menetelmit edellyttivit volumetrisen 1ia
Jravimetrisen analyysin lisAksi erittiin herkkiida mittaus-
meneteImii, kuten kolorimetrisia, spektroskoonnisia ja radio-
aktiivisia mittauksia. Monet tillaiset menetelmit ovat kuiten-
kin nvkyiin kiymissia vanhentuneiksi, koska ne ovat aikaa
vievii, vaativat analyytin suhteellisen suurta madriaid, jotta
saavutettaisiin tAsmAllisii tuloksia, perustuvat vaikeasti
valmistettaviin ja vaikeasti varastoitaviin reagensseihin tai
piellyvrktivit kalliita ja tilaa vaativia laitteita ja erittiin

~mmattitaitoista kavttdhenkilAstdd. TAStA syysti on nvkvAin



olemassa trendi kohti tarkempien ia herkemnien menetelmien
kehittimistid, intka vaativat vihemmin reagensseija ja jotka
kohtunllisesti %ouliintunut henkil®dstd voi tmteuttaa turvalli-
sesti, nopeasti Ja t3smiAllisesti. Viime aikoina selitettyien
tillaisten menetelmien -joukossa erdit edellvttivit reagenssia
sisAltiAvien valoiohtoien kiAvttsi. Analyysii varten valoiohto
saatetaan kosketukseen liuoksessa olevan analvyvytin kanssa,
jolloin tavahtuu reaktin valoinhdossa olevan reagenssin kans-
sa, minki seurauksena valojohdon ootiset ominaijisuudet muuttu-
vat. TAllaisen muutoksen mittans antaa sitten tarvittavat
tiedot analvvtin miirittimiseksi, Erdiden viimeaikaisten jul-
kaisujen perusteella (kts, esim. US-natenttijulkaisua 4 050
895 (Hardv) Sa "0O-julkaisua 81 100 912 (Ruckles)) voivat
valoinhdot konstua (Ruckles) huokoisesta valoa lindisevisti
svdimesti, joka on kvllidstettv reaqenssilla, johon analyytti
Aiffundoituu reaktion aikana. valojohto voi myAs (Rurnkles tai
Hardy) koostua ~i-huokoisesta valoa 1iniisevisti svdimests
(esim. lasista), joka on vinnnitettu huoknisella eli 1iniise-
villi vainalla, joka on kvllistetty reagenssilla, ia johon
analvvtti Aiffundoituu. LisAksi eriissid erikoistanauksessa,
ioka soveltuu immunokokeeseen (Hardv, esimerkki 3), tankomai-
nen valojohto ninnoitetaan vasta-ainekerroksella, joka sido-
taan difenvvlidimetoksisilaanilla ja saatetaan reagoimaan
nolvstvreenilateksia olevien vienien mallodien kanssa, joita on
kasitelty antigeenilla. Antigeenilla kisitellvt pallot k%iin-
nittvvit t3115in valoiohtoon 7a modifioivat t3min valoiohdon
valosignaalin 17iht83, j0lloin tAt3 modifikaatiota kivtetHin

analyvttiseen mAfArittimiseen.

Edel14 mainituilla menetelmill3 on etunsa, mutta ne eivAat
hvvin sovellu eriisiin tyvpbillisiin analyvseihin, joihin 1liit-
tvv reaktion kinetiikkaa. On itse asiassa ennestiin tunnettua,
ett? nopeudet voivat antaa oleellisia analyyvttisii tietoia,
varsinkin automaattisten koeiiriestelmien vhtevdessi., Koska
lTAoiisevissd elj huokoisissa kappaleissa esiintyvit reaktiot
edellyttivit analvvtin diffuusiota ennalta tihin kapvaleeseen,

ja koska diffuusiotapbahtumat vleensi ovat palion hitaamoia
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kuin kemialliset recaktiotr, ei niiden reaktiniden nopneutta
voida mitata suoraan, vaan tidllaisessa tavauksessa voidaan
saada ainoastaan tasapainotilaan perustuvia tietoia. Ennestdin
tunnetun tekniikan mukaan viAltetdin mvss suoritusmuotoia,
jotka edellyttidvit Tininikvvin sydimen kivttoid, joka sydan on
ninnoitettu reaaenssia olevalla vainalla, jionka taitekerroin
on pienemni kuin svAimen taitekerroin syvstd, ettd on oletettu
tuloksena saatavan nieni herkkyvs. Tdllaisessa tanauksessa
itse asiassa sunrin osa valoiohdon sydttaniihin johdetusta
valnsignaalista tuler kulkemaan sydimessi kokonaisheijastumi-
sen senraunksena, a3 tAssi tanmaunksessa tulee, kuten on ylei-
sesti oletettu, timin signaalin ja vaivassa, toisin sanoen
sydimen ulkopnolella, sijaitsevien reaktiotuotteiden vilinen
Keskiniinen vaikutus olemaan vain vihAinen, Ajikaisemman tek-
niikan mukaan on niin ollen pidettv huolta siitd, ettA vaiman
{(iossa reaktio tanahtuu) taitekerroin noy aina on suuremni kuin
syAdimen taitekerroin (ny), niin ettd sydimen syhdttdnAaahan
iohdettn valo voi taittua vaimassa ja tAsti alkaen ijatkaa
vulkuaan vaipassa suoraan valoiohdon 1ihtdsn. Friiden aikai-
sempien selitvsten vastakohtana 1ihtdsignaali (resultoiva
valo, inoka on modifioitunut kulkemalla vainmassa olevan rea-
genssin ja analyvtin reaktiotuotteiden 1Ani) ei helnosti uu-
Arlleen tunkeudu svdimeen eik% saavuta sen takapiiti, ja tAstA
ayvetri (tAmid kavttivtvminen aiheutuu mydhemmin selitettdvista
onptisista alkeisperiaatteista) sekid mittauksia varten on 13h-
thvalon ilmaisimen sijaittava koesondin vilittAmissi liheisyv-
dessi, (toisin sanoen vaipan takapifssa). T3illainen jArjestel-
mi ei aina ole rakenteellisesti kiAvtinnsllinen, nimittAin
tavauksessa, jossa valoiohto (sekd vaipma) uvotetaan nestee-

seen 1liuoksessa olevan analvytin mittaamiseksi.

mimi keksint®d poistaa nimi haitat, koska keksinndn mukaan ei
kivteti huokoista svAintid tai vaiopaa eiki mitAAn dAif fuusiota
matriisirakenteen (vainan tai svAimen) 1ini. Keksinndn mukaan
~i mvAskAin valosignaalia, joka kulkee valojohdon sisiouolella
kLexonaisheidiastumisen seurauksena, vidlitet’d eikd johdeta rea-

Aenssin ia analyvtin muodostaman tuotteen 13pi, vaan kivtetddn
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sen sijaan hyddyksi ainoastaan syottdsignaalin nopeasti vaime-
nevaa aaltokomponenttia, toisin sanoen aallon sitid osaa, joka
ulottuu sydédmen ulkopuolella olevaan alueeseen kokonaisheijas-
tumisen tapauksessa. Koska t&mdn nopeasti vaimenevan aallon
vaikutusalue on ainoastaan aallonpituinen (Z ) murto-osa, on
tarvittava tuotemd&drd (reagenssi ja analyytti) &&rimmiisen
pieni ja voidaan saavuttaa erittdin suuri herkkyys (suhteessa

analysoitavan elementin kokonaismd&dr&in) .

Keksinndn erdand tarkoituksena on ndin ollen aikaansaada mene-
telmd nesteessd 1liuoksena olevan kemiallisen elementin tai
analyytin konsentraation mdédrittdmiseksi nopeasti ja tdsmdlli-
sesti valojohdon avulla. Keksinndn er33nid toisena tarkoituk-
sena on aikaansaada analyyttinen menetelmi biologisten ana-
lyyttien mddritt&miseksi erittdin spesifisesti ja suurella
herkkyydelld. Keksinndn tarkoituksena on myds aikaansaada
analyyttinen menetelmd, jota kohtuullisesti kouliintunut tyo-
voima voi helposti soveltaa, ja joka vaatii vain pienen maaran
analyyttiliuosta. Keksinndn vield erdinid tarkoituksena on
aikaansaada monipuolisesti kiyttbkelpoiset ja automatoidut
mittauskojeet, jotka soveltuvat edelld mainitun menetelman

toteuttamiseksi.

Namd ja muut tavoitteet selviidvit selityksestd ja toteutetaan
patenttivaatimusten mddrittelemdlld tavalla, jolloin keksinnén
mukaisessa menetelmidssd kidytetddn valojohtosydantd, jonka tai-
tekerroin (nj) valitaan siten, ettid se on suurempi Kkuin mai-
nitun analyyttiliuoksen taitekerroin (n2), ja aikaansaadaan
sellainen suhde nj/nj, ettd valojohdossa kulkevaan valosignaa-
liin 1liittyvdn s&hkdmagneettisen kentin tunkeutumissyvyys
liuokseen vastaa analyyttia ja reagenssia olevan kerroksen
paksuutta tai ylittdd t&mén paksuuden. Niinpi timi#n menetelmin
mukaan saatetaan valotetun (ei-huokoisen), analyyttiin nihden
spesifista reagenssia olevalla ohuella kalvolla pinnoitetun
valojohtosyddmen erds osa kosketukseen tamin analyytin
liuoksen kanssa siten, ettai analyytti voi reagoida kalvon

mainitun reagenssin kanssa ja muodostaa reagenssin ja analyy-
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tin tuotekerroksen, havaitaan ajar mittaan tamahtuvat vastaa-
vat ontiset muutokset, iotka esiintyvit svydimen 1ini kulke-
vassa valosignaalissa svAimen lihtoo#AdssA tAmin tuotekerroksen
muodostumisen tuloksena, ja verrataan saatuia nopeustietoija
standardi-noneustietoihin, iotka on saatu samankaltaisella
tavalla mainitun analvytin kalibrointinivtteista, jolloin
mainitun svdimen taitekerroin (ny) on suuremni kuin mainitun
liuoksen taitekerrnin (np) ja mainitun kalvon mnaksuus on

ainoastaan signaalin aallonnituuden murto-osa.

micsh vaiheessa voi olla eduksi antaa jossain mAirin vleisti
informaatiota, joka koskee valon etenemisti sydimessi ns.
kokonaisheidjastumisen seurauksena., TAm3 voidaan paremmin esit-

t35 oheisten pijrustusten erididen kuvioiden perusteella.

xuvin 1 havainnnllistaa kaaviollisesti tulositeen N kokonais-
heijastumista tihe3mmin (ny) ija vihemmin tiheidn (nj) viali-
ajneen raiavinnassa, kun kulma & on suurempi kuin 8, joka on
kokonaisheijastumisen kriittinen kulma. Tdssd kuviossa Eg OnN
valon sihkhkenttikomononentin alkumeriinen suuruus, kun svyvvvs
vihemmsn tiheissi viliaineessa on nolla, 7 on 13pitunkeutumis-
akselin svvvys ja 1, maAritellAAn seuraavassa. R on heijas-

tunut sade.

Xuvio 2 havainnollistaa valon tulokulman funktiona sahkd-
magneettisen kentidn ositettua tunkeutumissyvvyttid vihemmiAn
tiheiin massaviliaineeseen sisdAonuolisen kokonaisheijastumisen
saavuttamiseksi useiden vilipintojen vhtevdessa. Linitunkeutu-
nissvyvys on Adrettdmin suuri kriittiselld kulmalla ja on noin
aallonpituuden kvmmenesosa hyvin vinosti tuleville sAteille
suhteellisen suuren taitekertoimen omaavien vialiaineiden
vhtevdessi. Aj] = A/np tihedmmidssi viliaineessa olevalle
aallonnituudelle. (otettu julkaisusta N.Y. HARRICK, Internal

Reflection Snectroscoonv, Wilev 1967.)

¥uvio 3 havainnollistaa nopeasti vaimenevan aallon ja reaktio-

ruotekerroksen vilistid keskindista vaikutusta.



Perusteellisemnaa fvsikaalista tietoa keskiniisen vaikutuksen
mekanismista heijastavan pinnan luona voidaan saada tutkimalla
asiaa Maxwell’'n vhtildiden avulla. Tissi kvsymvkseen tulevassa
tavauksessa, toisin sanoen heijastumisen esiintvessi tiheimmin
viliaineen da v3ihemmin tiheAn viliaineen rajaninnan luona, on
vastattava seuraavaan kysvmvkseen: miki on sihkAmagneettisen
kentin jakutuma vihemmin tihefssi viliaineessa heijastavan
viAlininnan takana sisiisen kokonaisheidiastumisen saavutta-

miseksi?

Tissi tavauksessa nn olemassa vihemmin tiheissi viliaineessa
Aaltofunktio, joka etenee vhdensuuntaisena vilipinnan kanssa.
Sen sihkdkentin amnlitudi pienenee ekspnnentiaalisesti suh-
teessa etiisvvteen ninnasta (kts. kuviota 1), joten sitid sano-
taan nooeasti vaimenevaksi aalloksi. Jdeaalitamauksessa, Ja
ios vihemmin tiheil1d viliaineella ei ole mitiin omaa
absorotio-ominaisuutta kysvmvkseen tulevalla aallonpituudella,
el tamahdu miti4%n energian nettovirtausta ei-absorboivaan
vihemmin tiheAiin viliaineeseen, koska Povnting in vektorin
selittimdn energian keskimiiriinen aika (kts. esim. julkaisua
M. BORN & E, WNLF, "Princivles of Obtics" Pergamon Press
(1959)) on nolla. Sihkdkenttid voidaan matemaattisesti kuvata

eksoonentiaalifunktiolla:

E=-Eb.é;35

Sisdadntunkeutumissyvyys d,, joka miiritelldiin matkaan, joka
tarvitaan sihkodkentin amplitudin saattamiseksi nienenemiin

arvoon e~! sen arvosta pinnan luona, saadaan yhtildsta

= I\l
® ~ ITweneaiy)"
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3
jossa A 1 = /\/nl on aallonnituus tiheimmissi vAliaineessa ja
nop_y = n,/ny on suhie, ioka ilmaisee vihemmin tihedn vAli-

aineen taitekerrointa jaettuna tiehimmin vidliaineen taite-
kKertoimella. Xuvio 2 havainnollistaa niiden suhteiden tarkoi-
tusta, inlloin tissi kuviossa sisifintunkeutumissvvvys jaettuna
sisisnlankeavan ja heiiastuneen valon aallonpituudella A on
niirretty valon tulokulman @ funktiona useille vilipinnoille
(toisin sanoen eri suhteille nz/nl). NOn huomattava, etthd
sisiintunkeutumissyvvvs on ainoastaan aallonnitunden noin
kymmenesonsa tanauksissa, joissa taitekertoimien ero on suuri,
toisin sannen kun no/nj on pieni, miki on 13hel 13 sivuamis-
kulmaa ( A= 9009), T3imi sisiintunkeutuminen tulee AArettomin
suureksi, kun A lihestvy aallonnituutta A c. KiinteAl13 kul-
malla on sisifintunkeutumissyvyvs suuremni siind tanauksessa,
etti kertoimien erot ovat pienet (toisin sanoen kun nj/nj
1ihestyy arvoa 1). Sisiintunkeutumissyvvvs on siis verrannol -
linen aallonnituuteen ja niin ollen suuremni nitemmilli aal-
lonpituuksilla. TsimerkkinA esitettikddn, ettd ios tihemoidnA
viliaineena on lasi (ny £ 1,5) ja vihemmin tihednid vAliaineena
on analvvtin vesiliuos (ny = 1,3), on np/ny = 0,867, mikAa
aproksimatiivisesti vastaa kuvion 2 kiAyrAia 11, Tissi tapauk-
sessa tulisi sisfiintunkeutuminen olemaan noin kolmasosa aal-
lonpituudesta hyvin pienellid tulokulmalla, teoreettisesti
44retthmin suuri kriittisel1i kulmalla (60°) mutta jo pienemoi

kuin 1, kun kulma on 59,

Xoska F pienenee eksponentiaalisesti, vastaa rajavialipinnan
takana oleva alue, jossa tuotteen kanssa keskiniisesti vaikut-
tava energiamiir3a vhi on merkitvksellisen suuri, syvyytta 7,
jossa sihkdkentidn suuruus on vhia Fg:in kohtuullinen murto-osa,
esim. sen arvo on vihint#iin 0,1 E,, ia vieldkin paremmin alue,
jossa E on rajoissa Bg...%o/3. Optimaalisen tehokkaan keski-
niisen vaikutuksen saavuttamiseksi on reaktiotuotekalvon oak-
suuden aproksimatiivisesti vastattava timidn alueen syvyyttAa.
m4im4 on havainnollistettu kuviossa 3, joka esittdd tulosidettd
(N} ja heidjastunutta sidettid (R), nopeasti vaimenevan aallon

nollasyvyvden vektoria R, ja reagoivan aineen ja analvvtin (A)
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tuotteen muodostamaa kalvoa, jonka vaksuus likimain vastaa
sisddntunkeutumissyvyyttd 4y, jossa E on noin Ey/3. Kuvionssa 3
el ohuen kalvon A taitekertoimen vaikutusta ole nidettv merki-
tvkselliseni, koska tadmin kalvon paksuus ei v31iti nopeasti
vaimenevan aallon sisdintunkeutumissyvyytti., Itse asiassa on
vahemmAn tiheidn vAliaineen taitekertoimen muuttuminen, -§oka
aiheutuu reaktio-alueella olevan analyytin ja reagoivan aineen
muodostaman kalvon kasvamisesta, niin vieni, etti kriittisen
heijastumiskulman arvon vastaava muuttuminen on kivtinndssi
mitdttomAin oieni, lukuunottamatta heijastavia kohtia, jotka
ovat hyvin 13helld titid heijastuskulmaa. Tukea tille nikskoh-
dalle, joka muodostaa keksinndn eriin v1lityksellisen edun
tunnettuun tekniikkaan verrattuna, voidaan saada esim. em.

N.Y. Marrick-viitteen sivulta 51.

Toinen kohta, jota on korostettava vertailuna tunnettuun tek-
niikkaan, koskee valosignaalin ja reaktiotuotteen keskiniisen
vaikutuksen tehokkuutta. Tunnetuissa spektrometrijirijestel-
missd saatetaan valosignaali menem3&n analyvttii sisiltAvin
laoindkyvin sAilidn (pikarin tai astian) 13pi jolloin nidyte
absorboi energian erdin osan, miki johtaa miirittvvyn absorp-
tioon, joka mitataan. Timi menetelmid ei kuitenkaan ole erikoi-
sen tehokas, koska analyyttimidridn on oltava suhteellisen
suuri siten, ettAd saadaan merkityksellinen keskiniinen vaiku-
tus valosignaalin kanssa tavanomaisissa olosuhteissa. Tamin
vastakohtana on keksinndn mukaan, jossa on kysymys nopeasti
vaimenevan aallon ja sellaisen kalvon vdlisestid keskinidisestd
vaikutuksesta, jonka vaksuus likimain vastaa timin aallon
sisiadntunkeutumissyvyyttid, hystysuhde huomattavasti suurempi,
koska keskindisen vaikutuksen alueella esiintyy voimakasta
valon vahvistumisvaikutusta. Xuten on esitetty esim. em.
Harrick-viitteessd, on nopeasti vaimenevan aallon kentti-
voimakkuus alueella, jossa se vaikuttaa analvytin ja reagens-
sin muodostamaan kerrokseen, naljon voimakkaampi kuin tulo-
signaalin kenttid. Tamd johtuu itse asiassa sekd tulevan etti

lihtevin sdteen kentt3iamplitudien samanaikaisesta l3sniolosta.
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Edella selitetyt optiset perustiedot, Jotka helvottavat kek-
sinndn toimintaperiaatteiden yvmmArtAmisti, liittyvit polaroi-
tumattoman valon kivttoHon., KAaytAnndssid on tArkedd muistaa,
ettd sadahkdkentdn alkusuuruus nollasvvyydellid (E,) riippuu
tulovaloaallon vpolaroitumistilasta. THten voidaan eridissa
tapauksissa edullisesti kiayttdi keksintoi sovellettaessa nola-
roitunutta valoa tavallisen valon asemesta {(seuraavassa niah-
dddn, ettid tavmauksessa, jossa signaalin muutokset mitataan
ellipsometrian avulla, on polaroituneen valon kayttd oleellis-
ta), ia taAilaisissa tavauksissa voidaan eri ootiset parametrit
siAtAA ja optimoida maksimaalista toistoa ja herkkyyttd
varten. Niinni voidaan E,:n maksimoimiseksi valita sopiva
tulopolaroitumiskulma (esim. polarisaatio, joka on vhdensuun-

tainen tulotason kanssa tai kohtisuorassa tata vastaan).

Fdelld esitettvien selitysten perusteella voidaan tavdelli-
sesti ymmirtdi keksinndn seuraavat edut tunnettuun tekniikkaan
verrattuna, Niinoi koetapauksessa, jossa analyyttia varten
kayvtetaidn miArittvi spesifisti reaktioainetta, tuotekerroksen
paksuus tavallisesti mAArAtA tuotemolekyylien vastaavan koon
verusteella. Niinoi eriissi tyvopillisessid immunokokeessa voi
tuotekerros koostua vasta-aineen muodnstamasta ensimmiisesta
kalvosta ja antigeenin muodostamasta toisesta kalvosta. Tamén
kerroksen oaksuus voi molekvyvlin tyvpeistd riiopuen olla ra-
joissa nanometrin useista kymmenesosista useisiin kymmeniin
nanometreihin tai enemmin. Ottamalla huomionon kerroksen pak-
suus vnidaan nyt valita sydimen taitekerroin ja erdaissa tawna-
uksissa mvds aallonpituus siten, ettd edellid selitetyt para-
metrit mahdollisimman hyvin sopeutuvat yhteen. Havainnollista-
vana esimerkkinid esitettikddn, ettd jos kysymykseen tuleva
kerros on suhteellisen ohut, valitaan syddamiid, joilla on
suuret taitekertoimet (esim, safiiri n = 1,8, pii n = 3,4), ja
mikali aallonpituudet sopeutuvat kysymykseen tuleviin optisiin
oprosesseihin (toisen sanoen absorotioon, hajontaan, fluore-
senssiin, jne.), voidaan myds valita lvhvempid aallonpituuk-
sia. TAmAn ansiosta voidaan vdhentidi noveasti vaimenevan

aallon keskindistad vaikutusta analyyttiliuoksen sellaisten
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alueiden kanssa, jotka ovat svvemmit kuin sen tilan paksuus,
jossa analvvttinen reaktio tamahtuu, mitid titen vihentii hai-
tallisten ulkonunlisten tekijsiden vaikutusta (taustakohina,
liuoksessa 1isn3i olevat epApuhtaudet, jne.). Tillaisia mahdol-
lisuuksia ei ilmeisesti ole olemassa minkiin tunnetun teknii-
kan mukaisen menetelmin yvhtevydessi. Arvosteltaessa tAmiAn kek-
sinndn ja tunnetun tekniikan v31isti erna, jolloin vaipan
paksuus ulottun selvisti nopeasti vaimenevan aallon sisiidn-
tunkeutumissyvvyden toiselle puolelle (minki seurauksena vai-
nan taitekerroin (ny) tulee mAArAdviksi piinvastoin kuin mita
tapahtuu keksinndn mukaan), jolloin n, tehddin suuremmaksi
kuin sydimen taitekerroin (ny), on myds muistettava, etti
sydameen aluksi svétetty ja vaiopaan heijastunut valosignaali
ei helposti tunkeudu uudelleen syddmeen eikd ole ldsnid sydimen
13htdoddsss, kuten eriit ilmeisesti luulevat (kts. esim. jul-
kaisua WO 81 100 912). Siini tarauksessa, ettid valosignaali
kulkee vihemmin tihelssi vdliaineessa, jota vmmarasi tiheimpi
viliaine, tamahtuu itse asiassa timin valosignaalin taittu-
mista vainvaan. Timin jilkeen timi taittunut aalto kokonais-
heijastuu takaisin vaipan ulkosivurajasta ja menee takaisin
kohti sydinti. Koska timin sydimen kerroin ny on pienempi kuin
vaipan kerroin, tulee aallon kdyttavtyminen olemaan jomman-
kumman seuraavan vaihtoehdon mukainen: Jos tulokulma on suu-
rempi kuin kriittinen kulma, tulee aalto j4l1leen heijastumaan
ja pvsvmiin lopullisesti vaivassa. Jos tulokulma on pienemni
kuin kriittinen kulma, tulee aalto menemiin syddmen 1lipi ja
tunkeutumaan toisella sivulla vaipoaan jne. Titen ei missiin
tapauksessa aalto, joka on alkuaan syotetty sydimeen, ja djoka
on taittunut vaipmassa, tule palaamaan vksinomaan sydimeen ja
olemaan lisnid svdiAmen ldhtépddssid, ellei se yhi ole vaipan
vVmpArdimi. TAm3 on erinomaisesti nivtetty US-patenttijulkaisun
4 050 895 kuviossa 3R. Mink#inlaista tillaista puutetta ei ole
olemassa keksinn®n puitteissa, jossa avainvalosignaali ainoas-
taan kulkee svdimessi eiki reaqoivaa ainetta ja analyyttii

sisiltAvissi ulkopuolisessa kerroksessa.
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Keksinndn mukaiseen menetelmiddn liittvviat optiset muutokset
voivat liittvd erilaisiin ilmiAihin. Niinod voivat seuraavat
ilmidt tulla kysymvkseen: svdimessid kulkevan valon ahsorotio,
valosignaalin sironta reaktiotuotteen vaikutuksesta, reaktio-
tuotteen fluoresenssi sydidmessd tapahtuvan herdtyksen takia
valosignaalin aiheuttamana. TLisaiksi voi sydimessA oleva
herityssignaali olla polaroitunut, ja analyyttinen reaktio voi
muuttaa elliptisii oolaroitumistekiisitd, joita on valvottava.
Jokainen niisti mahdollisuuksista selitetddn vksityiskohtai-

semmin seuraavassa.

Keksinnén mukaisen menetelmin avulla suoritettavien analyyt-
tisten mittausten tyvpit ovat niin lukuisia, ettid on kivtin-
néllisesti katsoen mahdotonta luetella ne kaikki. Muutamia
esimerkkeji annetaan kuitenkin seuraavassa havainnollistamis-
tarkoituksessa. Ennen kuin perehdytdin syvemmdlle tadssa suun-
nassa on eduksi jonkin verran selittiid niiti perustekijoita,
jotka liittyviat keksinndn soveltamiseen kokeissa, joissa kAy-
tetdidn "rajoitettua reagenssimiArai" ja “"reagenssin vli-
midria", ja joita edullisesti kivtet#dn biologisessa ja diag-
nostisessa analyysissi. TAta selitysta varten sanotaan ana-
lvvttia edullisesti "antigeeniksi" AG ja reagenssia "vasta-
aineeksi" ABR. Tienee turhaa mainita, ettd n&dinvastainen

tilanne myds pAtee.

"Reagenssin ylimiirad" kokeessa tarkoittaa tavauksia, joissa
reagenssia kaytetdidn vlimdArin suhteessa analyyttiin.
"Reagenssin raijnitettu mAAra" tarkoittaa pidasiallisesti sel-
laisen jArjestelmAn kiyttimistd, jossa koesubstanssia eli
analyvttiid (joka sisdltdid mitattavaa antigeenia) kdsitellddn
rajoitetulla miArd114 miirittyd reagenssia (vasta-ainetta)
analyytin ja reagenssin muodostaman tuotteen saamiseksi (esim.
AG.AR-kompleksi) ja l1isidksi on olemassa jokin madrid jalijella
J4AvAA analyyttii. Kun reaktion annetaan sujua padttymiseen
asti, jos toisin sanoen koe edistyy tasapainotilaan asti
("kyllistymiskoe"), toisin sanoen rajoitettu konjugaatti-

reagenssi (AB) kvllistvv analyvytilla, on vAalttimatdnta lisAta
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kokeiltavaan reaktioseokseen ennen reaktiota (tai nerdkkii-
sissi kokeissa jonakin ajankohtana ennen kuin lopullinen tasa-
painotila saavutetaan, toisin sanoen ennen mittausta), kiintei
mAdra analyvtin merkkimuotoa (AG*) . Xun esimerkiksi antigeeni
on kokeiltava vasta-ainereagenssilla, on merkityn antigeenin
(AG*) suhde merkitsemittsmiin antiqgeeniin (tuntematon) oltava
sama jddnndsanalvvtissi kuin se oli alussa. Xoska kiytetty
tunnettu AB-mAAri tulee sitomaan tunnetun mMAArin AG+AG*-
seosta, riittiAd 1343nnds-AG*:n tai AR:een sitoutuneen AG*:n
midArittiminen (sen merkin avulla) nAvtteessid alkuaan l1isni
olevan AG-mAArAn mittaamiseksi. Yksinkertaistetun esimerkin
antamiseksi oletetaan, etti nivte sisiltiy X ekvivalenttia
entsyvmiad (AG), joka on mitattava kKAvttAmA1 13 tunnettua miirii
g konijugaattientsyymia (AB), joka muodostaa AG.AR-kompleksin
(jolloin molempien komponenttien molekvylisuhde on esim. 1:1).
TAMAn jdlkeen 1isidt33n nivtteeseen ennen reaktiota a ekviva-
lenttia samaa entsvvmii, joka on mitattava, mutta merkitvssi
muodossaan (AG*). Titen reaktion kuluessa vasta-aineen q ekvi-
valenttia kuluttaa eri3in osan antigeenin (AG+AG#*) g ekvivalen-
teista. Sen jilkeen, kun kompleksi on poistettu seoksesta,
todetaan j34nndés -AG* tavanomaisin keinoin. Jos nyt vihenti-
milld j4l1jelld olevan AG*:n mitattu arvo todetaan, ettid todel-
lisuudessa kivtetty miira oli b ekvivalenttia, on ilmeistji,
koska AG ja AG* ovat kemiallisesti identtisiid ja tulevat kulnu-
tetuksi samalla nopeudella, ettid kulutetun AG*:n suhteen kulu-
tettuun AG-mdArAiin, toisin sanoen miirin b/g-b tulisi olla
vhtd suuri kuin alkuveriinen suhde a/x, josta voidaan laskea x
= a(qg-b) /b.

Tamintvyopinen ratkaisu on varsin mielenkiintoinen, vaikka
siihen aikaisemman tekniikan mukaisissa sovellutuksissa 1iit-
tyy erditd haittoja, joista yksi on vleinen vaatimus, ettj
kompleksi (seos AG*.AB + Ag.AB) on erotettava reaktioviliai-
neesta, mikA erdissi tamauksissa on hankalaa ja edustaa erdsti
mahdollista virhelihdettd. Tihin keksints8n sovellettuna tidti
haittaa ei ole olemassa, koska muodostuva kompleksi valojoh-

dolle laskeutuessaan automaattisesti poistaa analyvtin liuok-
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sesta. Haluttaessa havainnollistaa keksinndén mukaisen menetel-
min soveltamista "kvllistvstyvopisiin kokeisiin", on jdlleen
aloitettava valojohdosta, esim. optisesta kuidusta, joka on
pinnoitettu mA&ritylla vasta-aineella AR, joka on upotettu
puskuriliuokseen, jossa sen on annettu tasavainottua tAhan
l1iuokseen nihden. Tuntematon miidrd tidyvdennvsantigeenia AG,
joka on miiritettivi, lisdtAin tAmiAn jilkeen samalla tavoin
kuin ennen, mutta samanaikaisesti saman antigeenin tunnetun
oienen miirin kanssa, joka on merkitty molekyylilla, jolla on
mAAratvt onmtiset ominaisuudet (AG*), esim. ontinen absorpotio,
fluoresenssi, jne), mikidA voidaan ilmaista nopeasti vaimenevan
aallon keskinidisen vaikutuksen avulla ninnoitetun kuidun nin-
nassa kiyttimilli sonivia optisia jariestelmii, jotka selite-
tiin tissid hakemuksessa. Koska sekid merkitty ettA ei-merkittv
AG ovat pidasiallisesti reaktiviteetiltaan identtisiA AB-pin-
noitteeseen kuituootiikkaan nihden, mutta ainoastaan merkitty
elementti voidaan ilmaista sen merkinnin kautta, tulee kuidun
avulla ilmaistu optisen ominaisuuden (esim. abhsorbanssin pie-
neneminen siini tanauksessa, etti kivytetidn ahsorboivaa merk-
kii) nienniinen muuttuminen olemaan kAAntiden verrannollinen
AG:n tuntemattomaan konsentraatioon ja voidaan madrittdaa ver-
taamalla tunnettujen standardien sopivaan sarjaan. Tamdnkal-
tainen sovellutus on seuraavassa havainnollistettu eraassi

esimerkeista,

TissA vaiheessa on eduksi esittdid selvd toteamus, joka koskee
merkkii, jota kdytetdin tavahtuvan reaktion mittaamiseksi.
Immunokokeissa ei normaalisti ole mahdollista mitata analyyt-
tis suoraan, koska analyyttien ja reagenssien konsentraatiot
ovat AArimmiisen pienii. Koska raioitetusti reagenssia sisil-
tivissid kokeissa tasapainotilassa oleva seos padasiallisesti
ainoastaan sisiltid analyyttiid ylimiArin ja sitoutunutta komp-
leksia kiinteini miairini, jolloin edellistd ei voida mitata
suoraan ia viimeksi mainittu on kiinteid midra, ei voida saada
analyvtin alkuperidisen konsentraation mit&in kvantitatiivista
arviota edes senkiin jilkeen, kun kompleksi ja antigeenin

v1imiira on erotettu. LisAtty merkkiaine (hieman merkitty?
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analyyttiid) on vAlttimiton mittauksen mahdollistamiseksi merk-
kiaineen vilitvkselli sen perusteella, miten se on jakautunut

sitoutuneen osan ja vapaan osan kesken.

Jos analyvtilld kuitenkin on sille ominainen ominaisuus, joka
voidaan mitata, kun analyvtti on paikallisesti konsentroitu
(esim. erotettu "in situ" ja konsentroitu "in situ") esim,
kuituoptiikkasondin pinnalla, ei merkityn analyvtin lisdd@minen
enii ole vAlttimAtdnta. Niinod tiAmAn keksinndn mukaan voi
analvytin ja reagenssin muodostaman kompleksin konsentroiminen
"in situ" mahdollistaa analyvtin ilmaisun ilman, ettid turvau-
Autaan merkkiaineeseen. Analvytin ja reagenssin muodostaman
kompleksin paikallinen konsentroiminen (koska reagenssin mAdra
on kiintei) ei kuitenkaan mahdollista analvytin alkuoverAisen
konsentraation kvantitatiivista mAAritystd, ellei analvytin ja
reagenssin viAlisti reaktiota mitata kineettisesti, tai ellei
analyytin kokonaismiiri ole nienempi kuin ragenssin sidoskoh-
tien mAirid. Titen voidaan merkkiaineeseen turvautumatta kayt-
timil114 kompleksiin sitoutuneen analyytin erottamista ija
konsentroimista "in situ” vhdessi kineettisesti toimivan her-
kin ilmaisuiirjestelmin kanssa, kuten timan keksinndn mukaan,
kvantitatiivisesti ilmaista analvvtti reaagenssia rajoitetusti

sisAltavassa jArjestelmiAssA.

Mit3i merkkiainejirjestelmiin tulee, voidaan erottaa toisistaan
merkkiainejAriestelmiat, joissa analyvtin merkitty versio lisa-
tiin tihdemiAirin reaktioon, ja merkityt reagenssijarjestelmit,
joissa merkkiaine liitetidn miAArAttvvn reagenssiin. Edellista
merkittvi reagenssia k3Avtetdin normaalisti reagenssia raijoite-
tusti sisAltivissi kokeissa (esim. standardi-radioimmunoko-
keissa), kun taas viimeksi mainittua reagenssia normaalisti
kivtetiin reagenssid vlimidiArin sisAltiAvissa kokeissa (esim,
standardityypoisissi kerrostetuissa kokeissa), ja voidaan
kdvttii reaqenssin kineettisten kokeiden erdissi muodoissa
(esim. US-patenttijulkaisu 3 939 350, Kronick ja kumpo.).

Merkityt analyytti- ja merkitvt reagenssiidrjestelmit soveltu-
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vat kAytettAviksi tissi keksinndssi siini tamauksessa, etti
kdAvtetty merkkiaine voidaan ilmaista valojohtojirjestelmissi

(esim. ahsorboivat tai fluoresoivat merkkiaineet) .

Selityksen seuraavassa osassa viitataan oheisten piirustusten

toiseen osaan.

Kuvio 4 havainnollistaa diagrammina ensimmiisti koetyyppia,
jota sanotaan "suoraksi koetvypiksi".

Kuvio 5 esittdAa diagrammia, ioka havainnollistaa "rajoitettuun

reagenssimiirdan”"-perustuvaa koetvyopii.

Kuvio 6 esittdd diaqrammia, joka havainnollistaa vilillisti
vertailutvyppistd "rajoitettuun reagenssimAArian” perustuvaa
koetta.

Kuvio 7 esittidi diagrammia, joka havainnollistaa perikkiisti
"kyllistys"-tvyppnisti koetta.

Kuvio 8 esittdA diagrammia, joka havainnollistaa "kerrostus"-

tyvonisti koetta.

Kuvio 4 nidvttdd kaaviollisesti yksinkertaisinta koetapausta,
johon keksintdd voidaan soveltaa. TAtd sanotaan "suoratyyppi-
seksi" kokeeksi. THssi kokeessa valojohdon syddn 1, josta on
nivtetty ainoastaan erds osa (ja jonka taittokerroin on ny),
on varustettu vasta-ainetta AB olevalla kalvolla. TAmi svdin
upotetaan analyyttiliuokseen, jonka taitekerroin on n, (nj >
ny), ja joka sisd1tA3 miAritettAvisd antigeenii AG?. Antigeeni
sitoutuu AR-molekyyleihin nopeudella, joka on verrannollinen
antigeenin (AG?) konsentraatioon (koska syddmelli olevan AB-
kalvon mdiri on kiinted kokonaisuus), ja kun tima nopeus on
mAAritetty, voidaan siti verrata standardinopeuksiin, jotka on
saatu kalibroivista AG-Tuoksista ja (AG?) voidaan miSritt3a.
Taten voi kAvtettiAvissi oleva AR-miAri olla "rajoitettu", tai

sitd voi olla ylimdArin, jolloin reaktio voi edistyi tasapai-
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notilaan. AR-AG-kompnleksin muodostumisen ilmaisemiseksi svyAdi-
messd tapahtuvien optisten muutosten avulla voidaan kiyttia
erilaisia edellid mainittuja menetelmid (esim, signaalin sam-
muttaminen absorntio-, sironta-ja fluoresenssi-ilmididen avul-
la, jne) edellyttien, ettid Ab.AG:n muodostuminen aiheuttaa
tarvittavat optiset muutokset. TAten koe soveltuu erikoisen
hyvin suurille molekvyleille, jotka kvkenevit sirottamaan
valoa, tai 10illa on havaittavissa olevia ominaisuuksia mi3Ard-
tyillid aallonnituuksilla tai jotka siteilevAt fluoresenssia,
kun ne heritetiiAn mAidritvillA aallonvituuksilla. Jos tallaiset
ominaisuudet vpuuttuvat, on koe suhteellisen arvoton, joten
edulisesti on kivytettiva "rajoitettua reagenssi"-tvyopisti
vertailukoetta 1lisiimd113 analyyttiin tietty mAArA merkittva
AG:a (AG*). TAmA on havainnollistettu kuviossa 5, jossa kayte-
tyt merkit (kirjaimet ja numerot) ovat samat kuin kuviossa 4.
TassA kokeessa ei AG*-miAdriAn tarvitse olla tunnettu edellytti-
en, ettd se on standardoitu (toisin sanoen aina vakio kalib-
rointikdyrien ja -kokeiden rvhmalle), koska analyyttiset reak-
tionopeudet eri suurilla AG?-mAdArilld aina tulevat olemaan
suorassa suhteessa AG*/AG?-suhteeseen (jolloin luonnollisesti
on muistettava, ettd valojohdossa havaittavissa oleva ontinen

muutos ainoastaan johtuu merkitystd reaktiotuotteesta AG*_ AR).

"Rajoitettu reagenssi"-tyyopisen kokeen eridissi toisessa san-
gen kayttokelpoisessa vaihtoehdossa valoijohdon sydidn pinnoite-
taan tunnetulla tai kiinteAd1la m3AdrAlld samaa antigeenia (e-
dAullisesti puhtaana), joka on mAAritettivd analyvttisessa
nivtteessi, minkid jilkeen sydin saatetaan kosketukseen niyt-
teen kanssa ia samanaikaisesti 1isAtAidn kiinted miArd vapaasti
ilmaistavissa olevaa vasta-ainetta. TAmA on havainnollistettu
kuviossa 6, jossa on kaytetty samoja merkkejd kuin edelli.
Tastd kuviosta ndhddAn, ettd vertailum3adrd vasta-ainetta AR
tulee samanaikaisesti reagoimaan sydimelli olevan vertailu-
AG:n kanssa ja mitattavan AG?:n kanssa. Taten havaittu nopeus
{joka kuvastuu putkessa tavahtuvien ontisten muutosten muodos-
sa) tulee olemaan suhteessa AR/AG?-moolisuhteeseen, ja halutut

tulokset voidaan saada vertaamalla vertailunopeuden standardi-
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kdyriin. Tdssd tapauksessa on AB:1la ilmeisesti oltava havait-
tavissa olevia ominaisuuksia kokeessa kdytettvd optista mene-
telm33 varten, toisin sanoen AB:1la voi olla absorbanssia
sopivilla aallonvituuksilla, tai se voi sopia valon sirottami-
seen jne. Ellei AB:a sunraan voida havaita valojohdossa, kun
se reagoi AG:n kanssa, voi se vaihtoehtoisesti olla merkitty,
esim. liitetty fluoresoivaan tai johonkin muuhun optisesti

ilmaistavaan merkkiaineeseen.

Vield erds toinen jiArjestelmi verustuu kuvion 7 havainnollis-
tamaan ns. perikkdistestaukseen. THssi kokeessa kidytetiin
syddanta, 1olla on kiinted ABR-mAiri, joka on suurempi kuin
vastaava ekvivalenttinen miAr3d, joka tarvitaan miAritettivin
AG?:n sitomiseksi. Ensimmiisessi vaiheessa pinnoitettu sydin
tAl1ldin saatetaan kosketukseen niytteen kanssa, minki seurauk-
sena kidytettivissd oleva AG? tulee sitoutumaan ja titen saa-
daan poistetuksi ndvtteestid, TAmin j&lkeen svdin saatetaan
kosketukseen merkityn AG*:n kanssa, joka tayttida sydimellid
olevan vasta-ainekerroksen aukot. Mittaamalla t#min jilkeen
tai reaktion aikana ne optiset muutokset, jotka aiheutuvat
AG*:n merkisti, saalaan tarvittavat tiedot alkuperiisen AG?-

mAaArin laskemiseksi.

Lopuksi keksintd myds hvvin soveltuu siihen koetapaukseen,
jota sanotaan "kerrostus"-kokeeksi, ja joka koskee sellaisten
antigeenien miAritysti, joissa on useampi kuin yksi sidoskohta
vasta-aineita varten, joissa antigeeneissi toisin sanoen on
kohdat, jotka on numeroitu (1), (2)...(n), jotka kvkenevit
sitoutumaan 1, 2, tai n eri vasta-aineeseen. Timi on kaaviol-
lisesti esitetty kuviossa 8, jossa ensimmiinen vasta-aine on
merkitty ABl, toinen vasta-aine on merkitty AB2 ja kaksikoh-
tainen antigeeni on merkitty (2)AG(l). TAssi tapauksessa ole-
tetaan, ettd antigeeni ei sellaisenaan ole optisesti ilmaista-
vissa, kun taas AB2 voidaan ilmaista sen jilkeen, kun se on
reagoinut AG:n sopivan toiser kohdan kanssa. Niin ollen t#issi
tanauksessa, jossa (2)AG(1l)? on miiritettivi, kiAytetdidn sydin-

ta, i1ossa on ensimmidisen vasta-aineen (ABl) muodostama alku-
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vertailupminnoite, joka saatetaan kosketukseen antigeeniliuok-
sen kanssa. T3mA liuos tulee tfiten sitoutumaan svdimeen ensim-
miisessiA sidoskohdassa, minki jAlkeen vertailumidrin l1isitiAn
toinen vasta-aine AB2 ja mitataan sen sitoutumisnopeus anti-
geenin kohtaan 2 niiden ontisten muutosten avulla, joita e-
siintyy sydimessid tAmiAn sitoutumisen tuloksena. Tassi mentel-
missd voidaan tietenkin ensimmiAisen reaktion AB1 + (1)AG(2)
antaa edistvi tasapainotilaan, ennen kuin lisAtdAn vertailu-
MAAra AB2:a, tai vaihtoehtoisesti voidaan suorittaa samanai-
kaistyyppninen koer, inlla toisin sanoen AB2 voidaan lis3ta
liuokseen samanaikaisesti kun tdmd saatetaan kosketukseen
Abl:1la pinnoitetun valojohtosydimen kanssa. TimA soveltuu
erikoisesti siini tapauksessa, ettid ABl ja AB2 ovat erilaisia
monokloonisia vasta-aineita (ks. esim., julkaisua Uotila et al.
Journal of Immunological Methods 42 (1981) 11 - 15). FAdella
selitetyn %oejdriestelmidn muita vaihtoehtoja voivat tAmiAn alan
ammattimiehet sovittaa poikkeamatta keksinndn ajatuksesta,
jolloin jokaisen tAllaisen vaihtoehdon kdyttdnarametrit misri-

tellidAn vertailemalla analvytin kalibrointiliuosndytteisiin.

Seuraavassa esitetdin oheisten piirustusten seuraavan osan
perusteella esimerkkinid koijeita, jotka soveltuvat keksinndn
mukaisen menetelmin eri suoritusmuotojen toteuttamiseksi ooti-
sen abhsorption, fluoresenssin ja sironnan aloilla, samoin kuin

ellinsometriset mittaukset.

Kuvio 9 esittdid kaaviollisesti laitetta, joka mittaa ootisen
kuidun lApi kulkevan valosignaalin muutokset "in situ", Jotka
muutokset aiheutuvat kompleksisen kalvon laskeutumisesta tille

ontiselle kuidulle.

Kuvio 10 esitt’iid kaaviollisesti liioitellussa mittakaavassa
kuvion 9 mukaisessa laitteessa kaytettAvad optista kuituson-
dia. Xuvio 10a esittii oi31lti pAin tamin sondin erist? osaa,
ja kuvio 10b esittidd sivulta katsottuna timin sondin leikkaus-

ta kuvion 10a viivan B kohdalta,.
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Kuvio 11 esittii kaaviollisesti suurennetussa mittakaavassa
sondin erfistid toista suoritusmuotoa, joka erikoisesti soveltuu
valomuotovaihteluien mittaamiseksi. Kuvio 1la esittii sondia

edestd katsottuna ia kuvio 11b sivultan katsottuna.

Kuvio 12 esittdd kaaviollisesti diagrammina valosignaaleia
kuvion 9 kaltaisen laitteen ilmaisimen kohdalla, jota laitetta
kdytetadn fluoresenssimittauksiin. Kuvio 12a koskee tilannetta
ennen kuin reaktio on alkanut. Kuvio 12b esittii tilannetta

jonain ajankohtana kokeen aikana.

Kuvio 13a esittid kaaviollisesti ni4l1ti oidin laitetta, ijoka
mittaa niitd optisia muutoksia, jotka valon sironta aiheuttaa

valojohAdossa,

Kuvio 13b esittidd kuvion 13a mukaista laitetta sivulta katsot-—

tuna osakuviona.

Ruvio 14 esittii kaaviollisesti liioitellussa mittakaavassa

kuvioiden 13a ja 13b mukaisen suoritusmuodon eristi muunnosta.

Kuvio 15 esittdd kaaviollisesti timin suoritusmuodon eriin

toisen muunnoksen osaa.

Kuvio 16 esittdid kaaviollisesti laitetta, joka mittaa niiti
optisia muutoksia, joita aiheutuu valojohAossa fluoresenssi-

ilmisiden vaikutuksesta,

Ruvio 17 esittAd kaaviollisesti paljon liioitellussa mittakaa-
vassa kuvion 16 mukaisen laitteen eristd osaa, ja tarkoitukse-

na on navttid tulevan ja fluoresoivan valon heijastumiskulmia.

Kuvio 18a esittdd kaaviollisesti piiltid oain laitetta, joka
ellipsometrisesti mittaa optisessa kuidussa esiintyvii ootisia
muutoksia, jotka aiheutuvat kompleksikalvon muodostumisesta
tdlle kuidulle.
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Kuvio 18h esittii timin laitteen eridstd moikkileikkausta kuvi-

on 18a viivan A-A kohdalta.

Xuvion 9 kaaviollisesti nivttiAmi3issi laitteessa on pAdasialli-
sesti seuraavat komoonentit:

a) kuituoptiikka 1, jonka keskeinen osa menee midritettavAaa
nestemiistid analyyttia sisiltivin sdilion eli astian 2 1Ani.
Nesteeseen unotetun kuituosan piillys on noistettu siten, etta
timi osa voidaan ninnoittaa ennen kdvttsA ohuella kalvolla
mAaidrittyia reagenssia, joka muodostaa kompleksin nesteeseen
liuotetun elementin kanssa, joka on miiritettdvi. Xuidun 1 ja
siilidn 2 yhAdistelmi muodostaa laitteen testisondin,

h) moottorin 4 nvArittimid katkoinkiekko 3, jossa on kaksi
Aiametraalisesti vastakkain olevaa ikkunaa, joissa on suodat-
timet 5 ja 6 sekid aukko 7.

c) valon oiilihAe 8, kollimaattorilinssi 9, rengasmainen
aukko 10 ja tarkennuslinssi 11 kulman mukaan valitun valonsi-
teen svdttimiseksi sondin kuitusydiameen. Tissa erikoisessa
suoritusmuodossa kuitu on monimuoto, ja aukko 10 on sovitettu
lio4iisemain midrdttviAa muotoija eriiden seuraavassa selitetta-
vien vaatimusten perusteella. Mvdhemmin selitettidvid muutoksia
kiyttien voidaan titd laitetta myds kAyttAA pienemmian muotolu-
vun, esim. vksimuotokuitujen vhteydessid. Tarkennuslinssi, 7joka
kaaviollisesti on nivtetty piirustuksessa, on todellisuudessa
otpinen jirjestelmi, joka on samankaltainen kuin mikroskoopin
objektiivi, mutta jota voidaan asetella, naitsi sen siirtami-
seksi pitkin optista rataa mvds sivusuunnassa ja ylésodin ja
alasoiin siteen asettamiseksi tarkasti kuidun etupdan eteen,.
d) Timin lisiksi laittessa on valon niidilmaisin 12, joka
muuttaa sydiamestid lihtevidn valosignaalin s3ihkdsignaaliksi,
vaihelukittava vahvistin 13 ja nayttdlaite 14. Vertailusignaa-
11 saadaan toisesta lihteestd 15, jonka valo muutetaan pulssi-
maiseksi saattamalla se menemiin katkoimessa olevan aukon 7
Jipi, minkd jdlkeen valo suunnataan ilmaisimeen 16, joka tdmin
jAlkeen sydttdid vastaavia sidhkdpulsseja vaihelukittavaan vah-

vistimeen 13.
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Kuvio 10 (kuviot 10a + 10b) esittivit keksinndn mukaisessa
laitteessa kdvtettivin analvyttisen sondin eristi suoritusmuo-
toa. Kuviossa on niytetty muovia oleva siilid 2, jonka kahteen
vastakkaiseen sivuun on leikattu S-muotoiset urat tai raot 21a
ja 21b. Kuituootiikan 1 eris osa on pidllyksineen 22 tvdnnetty
niihin uriin, jotka pitidvit kuidun vaikallaan. Kuidun keskio-
san pidllvs poistettu esim. sySvyttimilli sopivaa liuotinta
kdyttden, ja timin jilkeen pinnoitettu ohuella kalvolla 23
mAdrdttya konjugaattiainetta, joka muodostaa kompleksin misri-
tettivin elementin kanssa, joka elementti on kuvattu pienilla

neligilla 24.

Tamd laite toimii seuraavasti: Ensin valitaan suoAdatin 5 si-
ten, etti se lindisee sydimen 1ipi aallonpituuden 1» Joka
muuttuu absorotion vaikutuksesta jokaisen sisiisen heijastu-
miskohdan luona, koska kalvon 23 ja analysoitavien liuenneiden
molekyvlien 24 muodostaman kompleksimateriaalin pinnoite ab-
sorboi osan nopeasti vaimenevasta aallosta. Havainnollisuuden
vuoksi voidaan sanoa, etti 23 edustaa vasta-aineen (AB) hyvin
ohutta kerrosta ja 24 edustaa miiritettivin mdardtyn antigee-
nin (AG) molekyvleii, jolloin koe on kuvion 4 havainnollista-
maa "suoraa tyvmoiiA". Suodatin 6 on valittu siten, etti se
lAndisee sydimen 1ipi aallonpituudella hz, jota tidmA komplek-
sivinnoite ei absorboi, ja johon niin ollen ei vaikuta kysy-~
mykseen tuleva immunologinen reaktio. Katkoimen 3 oyAriessi
molemmat signaalit Ay Ja Az svotetdin vuorotellen sondin
sydimeen, jolloin toinen signaali h]_absorboituu progressii-
visesti pinnoitteen 23 + 24 kasvaessa ja toinen siqgnaali Ao
toimii vertailusignaalina esim. kalibrointia ia kompensointia
varten (kennon tai kuidun korvaus uudella, 4ne). Sondi valmis-
tetaan valitsemalla sopiva pituus optista kuitua (monimuotoi-
nen kuvion 10 nivttimissi tapauksessa), tydntimillid timi kuitu
uriin 2la ja 21b siten, etti keskiosa oysyy vaakasuorana sii-
1lidssa 2. TijivistiAminen vedelti tehdiin kdyttiamA1ll4d uriin
kumimassaa tai liimaliuosta, jonka annetaan kuivua. THmiAn
jdlkeen mainitun keskiosan pAdllys sydvytetiin pois. Hartsi-

nddllvsteistd kuitua kdytettiessi kAvtetHHn tiAmin oidllyksen
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voistamiseksi sopnivaa orgaanista liuotinta, ja lasipiillvs-
teistid kuitua kivtettiessi sySvytetsin laimennetulla fluori-
vetvhapolla., Viimeksi mainitussa tapauksessa ei ole valttiami-
t5ntd kokonaan svAvvttid ni311ystid pois seuraavassa selitetti-
vistid syisti. Sen i3lkeen, kun liuottava tai svovvttivia luos
on poistettu ja kenno on puhdistettu perusteellisesti tisla-
tulla vedell4i, ninnoitetaan kuidun svdin vasta-ainetta (AR)
olevalla kalvolla soveltamalla tavanomaisia keinoja, esim.
tavttAmda113 kennnon AR-1iuosta niin, ett3d AR laskeutuu svdi-
melle tasaisena kerroksena. (Jos jostain svvsti kuidun oinnal-
la ei ole riittivii affiniteettia vpintaan laskettavaa molekyy-
1ia varten, voidaan ninta ennalta tehdd sitovaksi timiAn alan
tekniikasta tunnettuja kisittelviji soveltaen, esim. oksasta-
malla sidoskohtia, sovittamalla reaktiivinen vAalikerros, ijne.
TAmAn vhtevdessi on olemassa runsas kirjallisuus (kuten on
selitetty euroovvalaisessa patenttihakemusdiulkaisussa nro
29.411). Kennon tultua tyhjennetyksi ja huuhdotuksi sovitetaan
kenno laitteen nAivtettvyn vaikkaan linssin 8 ja ilmaisimen
vAliin, minkAi dilkeen kennoon lis3tAin sobivaa vpuskuriliuotin-
ta. Timin jAlkeen laite kiAvnnistetiin ja katkointa oyvdritetiin
sopivalla nopeudella, esim. 120 kierr/min., Signaalit A ia
A2 sybtetian sondin svAdimeen, ja ilmaisin 12 muuttaa ne liki-
main sakaramaisiksi shihképulsseiksi, jotka svitetiin vaihelu-
kittavaan vahvistimeen 13. TLukitseva vertailusignaali kehite-
tdAn myods kerran jokaiselta kierrokselta aukon 7 1l4pi 1ihtees-
t5 15, ja ilmaisin 16 saattaa vahvistimen erottamaan (koinsi-
denssin vaikutuksesta) aallonnituuksilla A1 ja A, esiintyvit
pulssit., Kavtinnissi siitimet edullisesti asetetaan siten,
etti n3mi opulssit ovat suunnilleen vyhtAd suuret, ennen kuin
reaktio kdynnistetiin. Timin jilkeen ajankohtana nolla analy-
soitava nivte (AG-liuos) lisitiin sondin s4i1i66n 2 ja sekoi-
tetaan nopeasti vuskuriin (esim. sekoittimella tai kaasun
kuplintalaitteella, joita ei ole nivtettv). Aallonpituuden A 1
aiheuttama signaali alkaa timin 43lkeen progressiivisesti
muuttua sondin sydimen 13htSpiissi sen seurauksena, etti ana-
lyvtin AG molekvyledii sitoutuu kuidun sydimeen (AB.AG~komnlek-

sin kasvattamiseksi), ja tiAma kompleksi absorboi osan aallon-
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oituudien A; omaavan nooeasti vaimenevan aallon energian erdin
osan nopeudella, joka on verrannollinen AG:n konsentraatioon,
jolloin vastaavat vaihtelut syistetiin vahvistimeen vastaavina
sihkdnulsseina ilmaisimesta 12. Titen vaikelukittuvaan vahvis-
timeen 13 liittvvAt laskentapiirit laskevat tiedot, jotka
aiheutuvat A,/ Az—siqnaalin suhteesta ja antavat tulokset
nivttojiriestelmidin 14 esim. korttiin tallennettuna noveuskiy-
rini (voidaan tietenkin haluttaessa kAvttAd mitd tahansa muuta
navttotyyoniia, esim. Aigitaalista ndyttsd tai oskilloskoon-
pia). Taten saatuja nooeustietoia verrataan sitten standardi-
tietoihin, jotka on saatu tunnetun konsentraation omaavista
AG-liuoksista, ja tuntematon konsentraatio saadaan interpoloi-
malla. Tallaiset laskelmat voidaan tehdd kisin tai tehdAd auto-
maattisesti mikrotietokoneen avulla, jolloin vertailutiedot on
varastoitu t3min tietokoneen muistiin. Valitsemalla sopivia
aikajaksoija reaktion ajallisen pituuden kuluessa voidaan vali-
ta reaktion halutut noveustiedot ja erottaa nimd muista nope-
ustiedoista, jotka aiheutuvat enemmidn tai vihemmdn samanaikai-
sesti mutta eri novpeuksilla edistyvisti interferoivista ja
haitallisista reaktinista. Lisiksi tai vaihtoehtoisesti voi-
daan tasavaino-olosuhteet johtaa ekstrapoloimalla ja t&alla
tavalla voidaan sunistaa sitid aikaa, Jjoka kuluu ijokaiseen
mittaukseen, verrattuna normaaleihin tasapainomittauksiin.
TAmdn kysymyksen lisiselvityksiid voidan saada julkaisuista
"Kinetic Versus Equilibrium Methods of Analysis" by B.W. Rence
et al., in "Centrifugal Analysis in Clinical Chemistry, Price
& Spencer; Praeger (1980) ja Analytical Chemistry 50/02,
(1978), 1611-1618.

Tissi vaiheessa on eduksi muistaa, ettd mittausten herkkyytta
voidaan vaihdella riippuen kuidun tulopiZhin sydtettyijen valo-
muotojen numerosta, toisin sanoen muuttamalla aukon 10 rengas-
maista asettelua ja leveyttid. Tamid on helposti ymmarrettdvis-
si, kun muistetaan, ettid ne absorptioilmidt, jotka liittyvat
sydimen sisdpuolella kokonaisheijastuneeseen sateeseen ja
jotka aiheutuvat tamin sydimen ulkosivussa olevasta paallyk-

sesti, ainoastaan vaikuttavat tiAmiAn sHiteen nopeasti vaimene-
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vaan aaltokompoonenttiin, toisin sanoen niihin sihkfisiin kom-
vonentteihin, jotka tunkeutuvat niillykseen., TAten on valittu-
jen valomuotoijen kokonaisheijastumiskulmien oltava riittivian
laakeita kuidun akseliin nihden kokonaisheijastumisen varmis-
tamiseksi (vaikka vesiliuoksen taitekerroin hiukan muuttuu
kuidun svdidnta vmoArsivin pinnoitteen kasvaessa) ja riittidvin
jyrkid siten, ettd saadaan riittivin tihedsti sijaitsevia
heijastuskohtia vitkin kuitua (itse asiassa nopeasti vaimeneva
aalto ainoastaan ndissi kohdissa vaikuttaa kompleksipinnoit-
teeseen) . Titen voidaan saada aikaan koeherkkyyden optimoiti
sddtimilla aukon parametrejd oikealla tavalla, miki riinbuu
kulloinkin kidvtetvstd svdimesti, testiliuoksesta ja kompleksin
taitekertoimesta. Ammattimiehet voivat miirittii nimiA s3idst
jokaista eri mittaustyynpid varten ja voivat sitten sisillyt-

tda ne suunnitteluun kenttihenkilidstdn tarpeita varten.

On myos mielenkiintoista todeta, etti muuttamalla aukon 10
parametrien asettelua voidaan keksinn®n mukainen laite saattaa
toimimaan eri "luokassa". Niinoi voidaan sovivasti sd3timil1i
tatd aukkoa laite saattaa toimimaan valomundoilla kysymykseen
tulevan kAvnnistusiiriestelmdn kokonaisheijastumisen kriitti-
sen kulman @, likilidheisvvdessi. Tavauksessa, jossa kokeen
aikana eron An = nj] - Ny on pienennvttdvi kompleksin muodostue
sa, tulee kokonaisheijastuskulma sydimen ja pinnoitteen raja-
pinnassa muutumaan siten, ettd eriit valomuodoista (tai kaik-
ki) tulevat akki&d taittumaan kuidun ulkoouolelle, jolloin
tapahtuu signaalin terivi katkeaminen. TAllainen jirjestely
tulee titen antamaan mitd suurimman herkkyyden analyyttimole-
kvylien hyvin pienid miAHrid varten., Tim3 jirjestely soveltuu

kuitenkin huonommin kvantitatiivisiin mittauksiin.

Edella mainittiin, ettAd kAvtettiessid lasipiillvsteistd kuitu-
optiikkaa ei td@llaista od&llysti tarvitse kokonaan sydvyttiia
pois tAtd kAvttdd varten. Koska kiytdn aikana nopeasti vaime-
neva aalto tulee itse asiassa tunkeutumaan oiillvkseen muuta-
mia kymmenii nanometreiid, on sydimen ympirilla j319elli oleva

lasindillys, jonka paksuus on pienemni kuin mikid on vilttimi-
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tontad nopeasti vaimenevaa aaltoa varten yhimahdollinen, eiki
se tule merkityksellisesti vaikuttamaan vhdessi reaktiomateri-
aalien kanssa, miki asettaa vihemmin ankaria valvontaehtoija
syovytyskdsittelylle., Paksummat kuidut eivit mydskiin ole yhti

helposti rikkoutuvia kuin ohuemmat kuidut.

Kuviot 1la ja 11b esittiviat kaaviollisesti kuidun eristi pi-
dintyyooid, joka suurella kertoimella moninkertaistaa kokeen
herkkvyden. Tdm4 pidin koostuu kahdesta Yierukkamaisesti uur-
retusta laipasta, iotka on tehty inertisti muovista (esim.
pleksilasista tai polvesteristi), ja joille optinen kuitukap-
pale kelataan ja kiinnitetAin kiinnittimilld 33 ja 34. Kuidun
etu- ja takao&ddit, vast. 35 ja 36, on taivutettu sivuille si-
ten, ettA niitA voidaan kAyttid yhdessd valoa sydttdvin lins-
sin 11 ja ilmaisimen 12 kanssa. Kuidun kierrosten 37 keskell:i
olevat suorat osat ovat palijaat, kun taas urissa lepiivit
jdljelld olevat kaarevat osat 38 opysyttivit alkuperaisen suo-
japiadllyksensid. Paljaat osat sySvytetidin siten, etti ensin
peitetiin pitimen alalaippa sopivan silikonikumiliiman liuok-
sella, jonka annetaan kuivua. Timin jAlkeen pidin uvotetaan
sydvytysliuokseen vliAlaivan alanintaan asti, jolloin kaikki
pdAllyksen valilld olevat osat tulevat poistetuiksi, kun taas
alapuolinen kumilla suojattu laippa j34 ennalleen. Kokeiden
suorittamiseksi ja sen jdlkeen, kun kuidun palijas osa on
pinnoitettu AG:1la tai AB:1la kuten ennenkin, sijoitetaan
pidin oikeaan asentoon kannattimen 39 avulla laitteen optisel-
le radalle. TAmAn jAlkeen reaktiovidliainetta sisiltivia siilid
sovitetaan paikalleen alhaaltapidin, reagenssi lisidtiian ja

mittaukset tehddAn kuten ennenkin.

On tihdennettiAvid, ettd kaikki tihin keksintddn kohdistetut
edelli esitetvt selitykset, jotka koskevat vesi- tai orgaani-
sessa vadliaineessa kdytettdvin kuituoptiikan kiAyttdd edellyt-
tivAt, ettd taitekerroin on 1ihelli veden taitekerrointa (toi-
sin sanoen noin 1,3), kun taas kuidun lasisydimen kerroin ny
sen sijaan on l13ihemoind arvoa 1,5, ja aktiivisen pinnoitteen

kerroin np on t&l114 vA1illa, toisin sanoen < 1,5 mutta > 1,3.
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Tam3 ehto on tissi vhteydessh nleellinen, %oska jos no, olisi
suurempi kuin ny, tulisi valo taittumaan pAdllykseen, sitten
takaisin sydimeen, dne. Xuten =24el113 on mainittu ei tillainen
menetelma ole sellaisenaan mahdoton, kuten on selitetty esim,
julkaisussa Nature 257 (1975), Hardv ja kumon., jotka kiavtti-
vit lasitanko-valojohtoa, ja joiden nli kAvtettAvA suhteelli-
sen paksuija polvmeraattipinnoitteita, jotka sisilsivAt upotet-
tuina erditd miiritettiviid reagensseja. Timi ei kuitenkaan
olisi kAvttdkelpoista nvt puheena olevassa tanmauksessa, koska
ymoArdivien liuosten taitekertoimet aina ovat pienemmit kuin
kuitusvAimen kerroin ny, ja kAytetiddn ainoastaan hvvin ohuita
pinnoitteita (jotka ovat suuruusluokkaa nanometrin sadasosia
-..muutamia kvmmenii mikrometreii). TAmAn vastakohtana Hardy
ja kumnoo. toimivat ilmassa eivitki mitanneet reaktioiden none-

uksia.

Frds toinen tArkei kohta, josta on keskusteltava, on kyvsymys
vksimuotokuiduista., Soveltamalla tim3in alan tekniikassa tun-
nettuja varsin pienid muunnoksia, jotka piiasiallisesti kos-
kevat valon systtdi kuituun, voidaan vksimuotoisia kuituoo-
tiikkoja yhtd hyvin kAvttii mviss keksinndén mukaisessa mene-
telmissi. NAissid kuiduissa on yleensi hyvin ohut sydan (muuta-
mia mikrometreji), jota ympirdi suhteellisen paksu pAdllvs, Ja
niiden transmissio riinpbuu suuresti aallonnituudesta, joten
toisin sanoen kuidulla, jonka vaimennus on ainoastaan 5 % met-
rid kohden aallonnituudella 850 nm, voi olla noin 40 % suu-
ruinen vaimennus 800 ja 900 nanometrilli (ks. julkaisua T.G.
Giallorenzi in Proceedings of the IRER 66 (1978), 748). Yksi-
muotoisen johtumisen saavuttamiseksi kuidussa aallonpituudella
A on seuraavan lauseen V = R,Qa\/ nyAn/p -arvon on oltava
oienempi kuin 2,4 (An = n1 - nj), jolloin a on kuidun side
mikrometreina. Yli arvon V = 2,4 kuitu ei endi ole vksimuotoi-
nen. Kun arvo V on pieni (esim. nienempi kuin 1) tulee ohjattu
yksimuoto l16ysemmin sidotuksi, toisin sanoen kenttid leviisi
huomattavasti kuidun fysikaalisen sydamen ulkoobuolelle (esim.
2 tai 3 kertaa svdimen halkaisija). Titen vksimuotokuituijen

transmissio-ominaisuudet ovat erittiin herkkid paillyvksen
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taitekertoimen vaAhidisille muutoksille (An:n muutoksille),
toisin sanoen keksinnén mukaisen %okeen aikana muodostuvan
orgaanisen pinnoitteen taitekertoimen muutoksille)., TAm3 tai-
tekerroin on itse asiassa avainvariaabeli, joka esiintyy yksi-
muotokuiduilla suoritetussa kokeessa, koska komoleksikerroksen
vaksuus kasvaa reaktion aikana. Monimuotokuidussa tapahtuvat
sisdiset heijastumiset pAdstAvit nopeasti vaimenevan aallon
kulkemaan heijastavan rajapinnan valittAmissiA ladheisyvdessi
vhdensuuntaisena sydimen kanssa hyvin lvhyen etAisyyden, joka
voidaan maArittii Maxwellin yhtildiden avulla jokaisen heijas-
tumisen vhteydessi, kun taas vksimuotokuitu mahdollistaa tAmAn
nopeasti vaimenevan aaltonfraktion kulun yhdensuuntaisena sydia-
men kanssa pitkin kuidun koko tehollista nituutta. Tdten yksi-
muotokuitujen kAyttiminen keksinndén mukaisessa laitteessa
helpottaa herkkvvden suurentamista, verrattuna monimuotokui-

tuithin.

Yksimuotokuituia voidaan kAvttdd sydvyttamitti tdydellisesti
alkuperiAistd nid311lystid, koska ohjatut valokentdt ulottuvat
merkityksellisesti piidllykseen ja myds reaktion aikana muodos-

tuneeseen kompleksikerrokseen.

Laitteeseen tehtdvit muunnokset yksimuotokuituija kAytettdessi
ovat pidasiallisesti luonteeltaan optisia ja koskevat toisin
sanoen valon syottod kuituun ja singaalin ilmaisua. N&ita
optisia muunnoksia ei selitetid tHissid, koska ammattimiehet
tuntevat ne, ja ne on hyvin selitetty kirjallisuudessa (ks.
esim. edelli mainittua Giallorenzi-kirjoitusta ja siind olevia

viitteitd).

Keksinndn mukaista laitetta voidaan mysds kAvttAA keksinnon
mukaisen menetelmin toteuttamiseksi kdyttAmdlld fluoresenssi-
ilmidita absorpotion tai taitekertoimen muutosten asemesta.
TamAn suorittamiseksi on tehtAvA laitteeseen seuraavat muun-

nokset:
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a) Analyyttiin AG lisdtiAdn fluoroivaa merkittyid antigeenia
(AG*) . Menetelmid tulee tAten toimimaan "rajoitettuun reagens-
simidrdan"” perustuvien immunokokeiden olosuhteissa, kuten

edelli on selitettyv (ks. kuviota 5).

b) Suodatin 5 valitaan aallonoituudella A3, joka on spesifi-
nen mitattavan fluoresenssin herittimiseksi, ja suodatin 6
valitaan siten, ettid se sulkee pois aallonnituuden A, mutta

l3vidisee fluoresenssiemission aiheuttavan aallonoituuden A:p

c) RKuidun takaniin ja ilmaisimen 12 vAliin sovitetaan lisi-
suodatin, J1olla on samat opntiset ominaisuudet kuin suodatti-

mella 6.

TAmAn jalkeen asetetaan paikoilleen sondi ja siind oleva ous-
kuriviliaine ja AR~kalvolla (tavanomaisesti) ninnoitettu kui-
tuoptiikka 1, ja laite sadaidetiAn toimintakuntoon, kuten kuvi-
ossa 12a on kaaviollisesti nAytettv., Tissi kuviossa ndvtetiAidn
sarja pulsseja ilmaisimesta 12. Pulssit, iotka on merkitty R,
ovat vertailunulsseia, joita kehittvy, kun side ldodisee suo-
dattimen 6. Pulssit F ovat lihetettvid fluoresenssinulsseia,
joita kuidun sydamelle muodostuneet fluoroivan kompleksin
AR.AG*-molekvvlit svottivat kuituun. TAten on kAvnnistettiAessA
E-taso (kuvio 12a) noin nolla, koska ei esiinny fluoresenssia
tai ainoastaan esiintyvy jdinnds-taustakohinaa. TAmdn jAlkeen
lisat3in analyytti, joka sisiltiid miAritettdvii analvyttia
sekd tunnetun miirin merkittyid fluoroivaa ainetta AG*, jolloin
fluoroiva pinnoite vihitellen muodostuu noneudella, joka on
verrannollinen AG:n konsentraatioon, ja kuidussa esiintyvy
ldhetetty fluoresenssisignaali, joka vrogressiivisesti suure-
nee ajan mittaan kuten kuviossa 12b on navtetty. Tamd vaihtelu
ilmaistaan, sydtetidin laitteen vahvistaviin ja laskeviin osiin
ja tallennetaan haluttuna nopeusmittana. TAman idlkeen suori-
tetaan myohemmadssd vaiheessa tallennettuijen tietojen ja stan-

AdAardi-vertailutietoien vertailut silmin tai tietokoneen avul-
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la, jolloin saadaan halutut analyyttiset tulokset kayttAmil 13
menetelmid, jotk on selitetty edellid kuvattuien "rajoitettuun
reagenssimidridn” oerustuvien kokeiden yhteydessi.

Tdssd suoritusmuodossa kuidun svdimen ulkoouolella olevan
vinnoitteen kehittidmd fluoresenssi sydtetiin pidasiallisesti
takaisin kuituun ja antaa kokeessa kiytetyn signaalin. Timin-
kaltainen i1mi& on jokin aika sitten selitetty (ks. The Jour-
nal of Cell Riologv 89, 141-145 (1981) lasikanpaleen vhtevdes-

sa.

Kuituootiikkaa kAvtettiessi voidaan etua saavuttaa suuresta
herkkyydestd, koska kuidun kiyttdkelpoinen nituus voidaan
tehda varsin merkitvkselliseksi, vaikka timi ovituus on suljet-
tu hyvin oieneen tilaan ja kiyteti#in hyvin pienii liuostila-
vuuksia. On myds mainittava, ettd vinnoitteiden fluoresenssin
mittaus immunokokeissa on jo selitetty (ks. julkaisua M.N.
Kronick ja kumop. Journal of Immunological Methods (1975),
235-240. Tdssd tapauksessa fluoresenssi kuitenkin mitattiin
vasta-aineliuoksen avulla, ja kivtettiin vhti ainoata sisiisti
heijastumiskohtaa, mikd antoi tulokseksi huonon herkkyvden,
koska voitiin kiAsitellAd ainoastaan hyvin rajoitettua osaa koko
fluoresenssi-emissiosta. Tavauksessa, jossa kdvtetiidn kuitu-
ontiikkaa, kuten timin keksinndn mukaan, voidaan mvos mitata
sivusuuntaisen fluoresenssin vaikutus esim. kayttdmilli litte-
dksi kelattua kuitukapvaletta ja sijoittamalla ilmaisin aksi-
aalisesti kelaan nihden niin, ett3d titen saadaan keritvksi

suurempi osa kuidun lihettiAmiAsti fluoresenssivalosta.

TdssA selitetty suoritusmuoto antaa lukuisia etuja verrattuna
nykvain tdman alan tekniikassa tunnettuihin koemenetelmiin ja
-laitteisiin. Niinoi:

a) Koska herkkyys on verrannollinen upoksissa olevan kuitu-
osan pituuteen, voidaan valmistaa erittiin herkkis sondeja,

vaikka niiden mitat ovat pienet.
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b) Mittauksia voidaan tehd3d aallonpituuksien laajalla alueel-

la, ndkvvilli, nv- 43 IR-taajuusalueilla.

c) Voidaan kokeilla miti erilaisimpia aineita (biologisia tai
ei-biologisia), joista mainittakoon l1iikkeet, hanteenit, ent-
svymit, pentidit, oroteiinit, hormonit, bakteerit, virukset ja
solut. TAavdellisemni luettelo ilmaistavista analvvteisti voi-
daan saada esim. !US-patenttijulkaisuista 3 817 837 4Ha
4 299 916.

Eras mielenkiintoinen erikoistamaus on verinivtteiden testaus
verensiirtoa varten, kun otetaan huomioon vastaanottadiien
veressi olevat mahdolliset vasta-aineet. Titen voidaan val-
mistaa ootisia kuitusondeja, joissa on mainitun potilaan veri-
komponentteia sisAltAva kalvo, joita komnonentteia kokeillaan
mahdollisten veren luovuttajien verisoluihin nihden. Poikit-
taisreaktiviteetin esiintyessi solut tulevat saostumaan kui-
dAulle (koska niiden omat AG-keskukset reagoivat kuidun AB:n
kanssa), ja tAtA reaktiota voidaan helposti valvoa jollain
hemoglobiinin tvypilliselli absorntiokaistalla (esim. aallon-
oituudella 555 nm). REris toinen mielenkiintoinen erikoistapaus
on mahdollisuus kAyttid valojohtotunnistinta "in vivo" ana-
lvyttien kvalitatijviseksi tai kvantitatiiviseksi mittaamisek-
si kehossa tai sen eritteissi. Niinoi olisi diagnoosin vhtevy-
dessA mahdollista mddArittAd kiertdvin insuliinin maAAri glukoo-
sikuormituskokeen seurauksena, ja ruiskutetuilla hormoneilla
kisiteltiessid voisi "in vivo" tunnistin i'maista kiertavan
hormonin konsentraation. Mahdollisuus kayttiai tunnistimia "in
vivo" on Ruckles kv1li selittidnyt, mutta til1l3 keksinnolli on
lisdetuina merkkiaineen opuuuttuminen immunokokeessa (jolloin
monet merkkiaineet ovat erittiin aktiivisia vhdisteita, djoilla
on mahdollisia myrkvllisid tai karsinogeenisii vaikutuksia),
ja lisAksi pmarantunut valotransmissio, joten ei tarvitse kivt-
tid erikoisia transmissiokuituia signaalin kytkemiseksi tun-

nistimeen ja vois tAstid, kuten Buckles on selittanyt.
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Kuvioiden 13a ja 13b kaaviollisesti nivttimissi laitteessa on

seuraavat avainkomnonentit:

Optinen sondi, Jossa on ulokkeiden kannattama (ei niavtetty)
vinoreunainen valojohtolevv 41 ja vastalevv 42, joka pidetiin
tarkasti siiddetyssi vhAdensuuntaisasennossa valoiohtoon 41
nihden. Tevy 41 voidaan valmistaa tAsmAllisesti leikatusta ja
korkealaatuisesta kellulasista tai kvartsista. Levynd 42 voi
olla mikroskoonin objektilasi. Tevvjen 41 ja 42 vadlinen etdi-
syys 4la on millimetrin murto-osan suuruusluokkaa, mikA var-
mistaa, ettd analyyttiliuos voidaan helposti sijoittaa tAhan
tilaan, jossa se oysvv kapillaarivoimien vaikutuksesta. Lait-
teessa on lisiksi valonlihde 43 (tissA erikoisessa suoritus-
muodossa on valonlihteeni He-Ne-laser, joka antaa polaroitua
valoa), moottorin 45 kiyttimad katkoinkiekko 44, jossa on aukko
46 npulssimaisen valosignaalin l3hettiAmiseksi kohti optista
sondia optisen jirjestelmin lipi, jossa on tarkennuslinssit
A7 ja 48, peili 49, oolaroiva levy 50, lieriflinssi 51 ja
diafragma 52 hajavalon vihentamiseksi. Syv, miksi valosignaali
1Ahetetiidn pulsseina, on halu aikaansaada ilmaistun signaalin

lopullinen vaiheelle herkka vahvistus.

Laitteessa on lisiksi fotomonistinilmaisin 53, ja sen suurijin-
nitteinen tehonsydéttdlihde 54, jonka 13htd on yhdistetty vai-
heeltaan lukittavaan vahvistimeen kaksitiekvtkimen 56 kautta.
Fotomonistin on sovitettu keriamiin tuotteen sirottamaa valoa,
joka tuote muodostuu valojohtolevylle tilassa 4la sen kemial-
lisen reaktion tuloksena, joka tavahtuu reagoivan aineen ja
tilan 41a tAyttidmin liuoksen analyytin vAlilld. Sirontavalo on

merkitty nuolilla 57.

Laitteessa on lisiksi ilmaisin 58, joka kokoaa valojohtosyda-
men 13hddstid tulevan valon sen jdlkeen, kun sydamessd on ta-
pahtunut lukuisia heijastumisia, kuten piirustuksessa on nay-
tetty. TAmin ilmaisimen 13htd voidaan vaihtoehtoisesti sydttda
vaiheeltaan lukittavaan vahvistimeen 55 kytkimen 56 kautta.

Laitteen vertailusignaalit saadaan puolilipindkvvisti peilisti
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59, joka johtaa pienen osan ilmaisimessa 60 olevan 13hteen
valosta, jolloin timi ilmaisin antaa voimakkuusvertailusignaa-
lin, joka svdtetdin analogiajakolaitteeseen 61, minki tarkoi-
tuksena on kompensoida lihteen mahAdolliset vaihtelut mittaus-
ten aikana. Pulssimainen lukitseva vertailusignaali saadaan
peilistd 61 ja ilmaisimesta 62, ia vastaavat sihkssignaalit
svotetidan vahvistimeen 55, TLaitteessa on lonuksi elektroninen
vksikkd 62, jossa on nayttdelementti (samalla tavoin kuin
edellisissi suoritusmuodoissa) ja tallennin 13ihtétietojen
tallentamiseksi, sekd valinnaisesti mikroorosessori mitattuijen
tietojen laskemiseksi ja tarvittavien vertailujen suorittami-
seksi kalibrointikokeista saatunien varastoitujen vertailutie-

tojen kanssa.

KavtanndssiAa timi laite toimii seuraavasti. Ensimmiiseni vai-
heena saatetaan ontinen sondi kuntoon laskemalla reaktiivista
elementtid oleva kalvo tilan 4)la muodostavan valoiohdon 41
vintaan. Seuraavassa esitetAdn yksityiskohtaisesti, miten timA
tehdiAn, TAmAn jAilkeen valoiohto 41 ja levy 42 asennetaan
laitteeseen, ja ootiset ja elektroniset jArjestelmit kAynnis-
tetiin. Muutaman minuutin lZimpenemisen -J31keen siitimet asete-
taan nolla-vastausta varten fotomonistimesta 53 (tai vaihtoeh-
toisesti tdyttd transmissiota varten ilmaisimesta 58). Tamin
jAlkeen analvyttiliuos (muutama wl) oipetoidaan tilaan 41la,
jolloin liuoksessa oleva analyytti alkaa reagnida valojohdolla
41 olevan reagenssikalvon kanssa. Xun analvytin ja reagenssin
tuote muodostaa sirontakohtia (suuria molekyylejid, agglome-
raatteja, dne), saavuttaa sirontasignaali fotomonistinoutken
53, joka signaali vahvistetaan, k%isitelldin ja niytetiin ajan
funktiona yksikdssi 62 olevan nivttdlaitteen avulla. Tamian
tuloksena saadaan nopeuskiyra, Kaltevuustiedot tallennetaan ja
verrataan standarditietoihin, jotka saadaan kalibrointinivyt-
teistd, ja jotka on varastoitu elektronisen vksikdén 62 muis-
tiin. Tami laskenta antaa halutut analyyttiset tulokset, esim.
analyvttilivoksessa olevan tuntemattoman elementin konsentraa-

tion (tavanomaisin keinoin). Ellei ilmaisimen 58 1ihtd3 kAyte-



76432

34

td, voidaan valojohdon 41 reuna 41b peittiid taustasirontavalon
muodostumisen vihentimiseksi. Peittiminen voidaan tehdi esim.

mustalla panerilla tai maalilla.

Kuvio 14 havainnollistaa edelld selitetyn suoritusmuodon eris-
tda varannusta. Sen sijaan, ettid kaytetiin valojohdossa 41
taysin homogeenista tvdpintaa, voidaan tit3d pintaa ensin kdsi-
tella epijatkuvuuksien muodostamiseksi siihen. Niinpi voidaan
muuntaa pinnan ominaista tartuntakykyi reagenssiin nihden
jonkin miArAityn kuvion mukaan (joka voidaan saada esim. sovel-
tamalla tunnettuja fotolitograafisia menetelmii). Kuvion 14
niyttimiAssi tapauksessa on valojohdon 41 ointa 41c hiukan
karhennettu merkityilld alueilla 414, dotka alueet ovat yhden-
suuntaisia juovia, joiden leveys on noin yksi aallonpituus ja
joiden vAlilla on samaa suuruusluokkaa oleva etdisyys. Tidllai-
nen hilamainen rakenne voidaan saada ensin peittimilli pinta
valoherkilla vastuksella, valottamalla timi vastuskerros valo-
kuvausfilmin 1ldpi, jossa on hilan negatiivinen kuva, kehitti-
m3lla (siis toisin sanoen liuottamalla valottamattomat alueet
sopivalla liuottimella) ja sydvyttidmdlla kevvesti kehittimisen
jdlkeen paljaat alueet esim. HF:1la. Sen jAlkeen, kun vastus
on lopuksi poistettu, on levyssid juovien muodostama hilakuvio,
jossa on vaihtelevat vydhykkeet, joilla on suuremni ja pienem-
pi affiniteetti nroteiineille (antigeeneille tai vasta-aineil-
le). Kun levy tAten saatetaan kosketukseen reagenssin (AB)
kanssa, tulee timA oHdasiallisesti kiinnittymi#dn sydvytettyi-
hin alueisiin, kuten kuviossa 14 on osoitettu kirjaimilla AR.
Tassd vaiheessa kuvion paksuus ei ole riittivin suuri sironnan
aiheuttamiseksi, mutta antigeenin ollessa l3snid (joka antigee-
ni on sopivaa luonnetta valon sirottamiseksi) tulee antigeeni
sitoutumaan juoviin, joissa on antigeenii, kuten AG osoittaa
piirustuksessa. TAmA epidjatkuva kerrostyyopi tulee antamaan
tulokseksi taittuneen sirontavalon selvii suuruusluokkia,
pAdsuoritusmuodon hajasirontatyvpin vastakohtana, miki titen
rarantaa sirontasignaalin suunnattavuutta ja kokoamishydtysuh-
detta (fotomonistinputken vaikutuksesta). Kuviossa 14 nuolet

5 osoittavat diffraktion nolla-luokkaa, ja nuolet 66 osoitta-
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vat sen ensimmiisti suuruusluokkaa. Ottamalla talteen miaritty
suuruusluokka (esim. ensimmiinen) tulee signaalin kerdintymi-
nen valomonistusputken 54 vaikutuksesta suuresti vahvistetuk-
si, ja signaali-kohina-suhde suurenee t#ssi suoritusmuodossa,
verrattuna tapaukseen, jossa kootaan hajasirontavalo, joka on

ainonastaan noin 10 % koko sirontavalosta.

Friissi toisessa kuvion 15 nivttimissi muunnoksessa suihku-
tettiin valojohdon tidysin laakaan ja sZinndlliseen pintaan 4lc
vasta-aireen (AR) mikropisaroita, ja analvysin aikana antigee-
ni AG liittyvv ainoastaan t#llaisiin edullisiin alueisiin.
Til1lainen rakenne muodostaa tilastollisen sirontalaitteen,
joka sirottaa valon kartiona, jonka koko ia geometriset vara-
metrit riiopuvat pisaroiden koosta ia jakautumasta. NiinpA
tissikin tavauksessa on olemassa suuntavaikutus, joka mydta-
vaikuttaa signaalin kokoamishv&tysuhteen suurenemiseen. Toinen
etu, joka saavutetaan kavttimdll3 taiounutta valosignaalia on,
etti voidaan vihentiid vahingossa esiintvvien sirontaldhteiden,
kuten pdlyhiukkasten tai lasissa olevien suuremnikokoisten
naarmujen (jotka ovat l3hinnd seuraavaa suuruusluokkaa eli
noin 10 A tai enemmin) merkitysti. Tissd tapauksessa diffrak-
tiokulma on pienempi ja koska resultoiva taipunut valo ei
saavuta fotomonistinputkea, voidaan sen lAisniolo jattdi huo-

mioonottamatta.

Kuvion 16 nivttimi laite on yleisesti samanlainen kuin kuvion
13 nmerusteella jo selitetty laite, mutta on sovitettu fluore-
senssimittauksiin sirontavalomittausten asemesta. Tassd lait-
teessa on pidasiallisesti lohkon 70 edustama optinen i3rjes-
telmi, joka on kivytinndllisesti katsoen samanlainen kuin ku-
vion 13 mukaisessa laitteessa kdytetty jArjestelmiA. Yksinker-
taisuuden vuoksi yksityiskohtia ei tdstd svystd toisteta.
Tissi jirjestelmissid 70 on oulssimainen valonlihde ja vidlineet
testisignaalin muodostamiseksi, jolla on oikea herdtysaallon-
pituus, asianomaisesti suunnattuna valojohtoon 71 ja vertailu-
signaalin suuntaamiseksi vertailuilmaisimeen 80. Xuten toises-

sakin suoritusmuodossa on nytkin olemassa levy 72, joka aalto-
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putken 71 kanssa muodostaa kapean tilan 71la analyyttiliuoksen
sijoittamiseksi. Reagenssikerros on pinnoitettu valojohdon 71
yldointaan. Laitteessa on myés sivuilmaisin (fotomonistinputki
73 ja sen sy#ttd 74), sydimen 1ihdsn ilmaisin 78 ja sulkusuo-
dattimet 76 ja 77 (nim3i kompbonentit puuttuvat edellisesti
suoritusmuodosta). TLaitteen elektronisina komoponentteina on
kaksi integraattorivahvistinta 81 ja 82, multiplekseri 83,
analogia-digitaalimuuttaja 84, mikroprosessori 85 ja nayttso-
tallennin 86. Kaikki nimi elementit ovat tavanomaisia ja am-

mattimiehet tuntevat niiden toiminnat.

Laitteen toiminta sivultaottotavalla on tdysin samanlainen
kuin on selitetty sirontasuoritusmuodon vhteydessid, Sen 431-
keen, kun valoijohto 71 on saatettu kivttsokuntoon siten, etti
sen yliapinnassa on reagenssikerros, ja levy 72 on vnaikallaan,
1isAt34An analyvttiliuos fluoresenssireagenssin ja analyytin
tuotteen muodostamiseksi. Optinen yksikk®$ 70 13hetti3 testi-
signaalin, jolla on asianomainen aallonpituus hl_fluoresens-
sin herdttidmiseksi aallonpituudella Aj. Lihetetty fluoresens-
sivalo menee seulan 76 lipi (joka seuloo pois kaikki muut
aallonpituudet, mukaanluettuna sirontaheritevalon) ja kohtaa
fotomonistinputken 73, Jolloin kehittyy signaali, joka on
verrannollinen fluoresenssiin (ja reaktion laajuuteen) . THamA
signaali sydtetiin vhdessi ilmaisimesta 80 tulevan vertailu-
signaalin kanssa multipleksivahvistimeen 83, joka vuorotellen
Syottdd ne elektronisten elementtien jAl1jelld olevaan osaan,
jolloin tulee tavahtumaan samanlainen kdsittely kuin edelli on

selitetty,

Samanaikaisesti tai vaihtoehtoiseti edelli mainitun toiminnan
kanssa voidaan myds valvoa signaalia, joka esiintyy sydimen
18hA6ssd ja lankeaa ilmaisimeen 78. Jotta ymmiArrettdisiin,
miten t3Ami on mahdollista, viitataan kuvioon 17. TAssi kuvi-
0ssa on niytetty valojohdon 71 eris osa, levy 72, vi3lilli
oleva tila 71a ja kaaviollisesti kerros AR.AG-tuotetta (tuo-
tetta, joka on reagenssin AR ja analyytin AG reaktion tulos,

jonka reaktion nooeus mitataan kokeessa). Kuviossa on myos
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niytetty eri valonsiteet, jotka liittvviat herite-fluoresenssi-
prosessiin, jolloin toisin sanoen N on tuloside aallonpituu-~
della hl' R on heijastunut side, jonka aallonpituus on Al'
ja Rf ovat kehittyneet taakseniin ja eteenbpiin fluoroivat
sateet (A,). 91 on tulokulma ija eic on aallonpituuden ﬂ1
kriittinen kulma. ch on aallonoituuden /52 kriittinen kulma.
Kuten on kuvattu kohtaa heridtevalo N seinimin sisApinnan kul-
massa 91, joka on suurempi kuin kriittinen kulma eic' ja
tulee tAten heijastumaan (R). Osa nopeasti vaimenevasta heri-
teaallosta absorboituu kuitenkin nvt AB.AG-kerrokseen, da
energiaa lidhetetiin uudelleen lvhyemmi114 aallonpituudella
hg. Vastavuoroisuusperiaatteen ansiosta (jonka on kvantita-
tiivisesti vahvistaneet C.X, Corniglia ja kumoo., J.0.S.A. 62,
(4) , 1972, 479-486), heritetvt molekyylit ldhettivit nopeasti
vaimenevia fotoneja, jotka kAayttaytvvat tarkasti samalla ta-
valla kuin nopeasti vaimenevan tuloaallon fotonit. N&in ollen
molekvvlien l3hettimid fluoresenssi 1ihelli tiiviin ja vidhemmin
tiiviin aineen viliointaa (AB-AG-kerros) etenee tiiviissi
vdliaineessa kulmalla, joka on suurempi kuin kriittinen kulma
B¢c aallonoituudella Ay. Huippufluoresenssi havaitaan itse
asiassa, kun Gi on ldhells @;. ja kulmat ovat 1ihelli 9fc
(ks. R.E. Brenner et al, Fiber Optics, Advances in R & D,
Providence, RI, USA; 19-23 June 1978, NY Plenum Press (1979)).
Lihetetyn fluoresenssin maksimivoimakkuus keskittyy titen
suhteellisen pienelle kulma-alueelle ja valoiohdon johtamana
useissa keskinfAisen vaikutuksen kohdissa olevat 18hdst summau-
tuvat siten, etti sydimen 13hddssi saadaan voimakkaampi sig-
naali. Toinen tirkei seikka on, ettid koska taitekertoimet ovat
erilaiset eri aallonoituuksilla, seuraavat herdtyssignaali ija
fluoroiva signaali ratoja, joilla on eri heijastumiskulmat
valojohdossa ja ne lihtevit myds lAhtdoAAstid toisistaan eroa-
vissa kulmissa. Titen on olemassa lihetetyn siteen ominainen
ootinen erottuminen herityssiteesti syddmen 13dhddssid, ja il-
maisin 78 voidaan sopnivasti sijoittaa fluoresenssisignaalin
( Az) radalle, ja samalla voidaan vilttii jdl1jellid oleva heri-
tvsside ( Al) siinikin tanauksessa, ettid suodatin 77 puuttuu,
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Kuvioiden 18a ja 18b niAyttimid laite on tarkoitettu niiden
optisten muutosten mittaamiseksi, joita esiintyy optisen kui-
dun muodostamassa valojohdossa, kun taman kuidun pintaan muo-
dostuu tuote, ja tidmi mittaus sunritetaan ellipsometrian avul-
la. Ellipsometrisen mittauksen sovellutukset biokokeisiin on
vksityiskohtaisesti selitetty hakijan t&hin hakemukseen 1liit-
tyvassi EP-patenttihakemusjulkaisussa 81 810 255.0, ia lukija
viitataan tihin selitvkseen tiAmin alan vleisten ndkdkohtien
selvittimiseksi. Tamin hakemuksen pidero aikaisempaan selityk-
seen nihden on opotisen kuidun kiAvttiminen yleisesti tunnettu-
jen laakeiden heijastavien pintojen asemesta. Ellipsometria
perustuu siihen, etti mitataan valon elliptisen polaroitumis-
asteen muutokset, jotka aiheutuvat siitid, ettd heiijastaviin
pintoihin on laskettu materiaalikalvo. Optisten kuitujen eri-
koisluonteen ja muodon huomioonottaen verrattuna laakapintai-
seen aaltooutkeen, on erdit lisHitunnusmerkit otettava huomi-
oon. Ensinnikin on valonsiteen pysyttimiseksi suoraviivaisesti
polaroituneena kuidussa kAvtettivA valomuotojen erikoisluok-
kaa. Nimi muodot miiritellddn HEy,-muotoina, joissa m =1, 2,
3...n (n:n rajana on kysymykseen tulevan kuidun koko ja taite-
kerroin, ks. julkaisua E, Snitzer and H, Osterberqg J. Opt.
Soc. Am 51, 499 (1961)). Toiseksi on mainittava, ettd kuidun
pinnassa tapahtuvan reaktion aiheuttaman polaroitumisen muu-
toksen mittaamiseksi tidyvdessi laajuudessa on tArkeda, etta
signaalit missi tahansa polarointisuunnassa vAlittvvat vhta
hyvin pitkin valojohtoa. TdAstid syystd on valtettdvd geometris-
ta hairiintymistd, joka aiheutuu kuituun vaikuttavasta mekaa-
nisesta rasituksesta, koska ti3llaisessa tamauksessa jokin
miiritty polaroitumissuunta tulisi olemaan etusiialla. N&ain
ollen tissi laitteessa optinen sondi (jonka avainkomnonenttina
on optinen kuitu), on tehty lvhveksi ja tarkasti 1liikkumatto-
maksi vArihtelyn tai muiden mahdollisten hiirifiden haitalli-

sen vaikutuksen vihentimiseksi.

Jotta ensisijassa herdtettiisiin HE p-muodot optisessa kuidus-
sa, on valon siteittdisvoimakkuudella oltava Gaussin jakautu-

ma, toisin sanoen ettid laserista saatu valo siteilee perus-
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muodon mukaan, ja sidde on suunnattu aksiaalisesti ja keski-
sesti kuidun oiihin. Timd kvtkenti voidaan aikaansaada mikros-
kooooiohjektin avulla., Taustahiirididen vihentimiseksi toimi-
taan edullisesti ainoastaan yhdelli muodolla eiki useilla
muodoilla samanaikaisesti. TAssi laitteessa valjttiin vksin-
kertaisuuden vuoksi HEjj-muoto (alin yvksittAismuoto). Periaat-
teessa voidaan monimuotokuituja kAvttii vksimuotosignaaleilla.
Tami voidaan tehd3d mahdolliseksi (toisin sanoen voidaan valita
asianomainen Gaussin jakautuma) antamalla tulositeen halkaisi-
jan kuidun tulopinnassa olla 0,65 kertaa kuidun syddmen hal-
kaisija. TAmA ei kuitenkaan itse asiassa ole tyydyvttavaii,
koska muitakin muotoja, joilla on erilaiset polaroitumistilat,
my&s tulee herdtetyiksi jossain mdirin ja saadaan sondin 13ih-
15ssd osittain depolaroitunut signaali. Niin ollen on varsin
edullista kAyttiA tHissid suoritusmuodossa vksimuotokuitua,
koska tAimi tulee p3fiasiallisesti valittimiin ainoastaan HEy1-
muotoa, jolloin ei tavahdu muuttumista korkeamman luokan muo-
toihin eikA nfiin ollen polaroitumisasteen huononemista. Seu-
rauksena saadaan suurempi signaali-kohinasuhde, verrattuna

monimuotokuituien kavttssn.

Tdassd suoritusmuodossa on kuidun pituus edelli mainituista
syisti edullisesti 10 cm tai titi pienempi. Kuituna kdytetdin
edullisesti korkealaatuista yksimuotokuitua depolaroitumis- ja
kahtaislaitteisuusominaisuuksien takia. Bdullisesti kAytetiAn
kuituja, joita saadaan soveltamalla CVD-menetelmid, kuten on
selitetty julkaisussa H. Aulich et al, Aoplied Optics 19, 22,
3735 (1980).

Kuvioiden 18a ja 18b niyttimissi laitteessa on optinen sondi,
jossa on osittain syévytetty kaopale optista kuitua 101, jossa
on sydin 10la ja symmetrisesti poistettu piillys 101b. Mene-
telmd odAllyksen poistamiseksi on sama kuin tissi hakemuksessa
on selitetty ontisen kuidun muille sovellutuksille. Hyvin
lyhven vAlin (millimetrin murton-osan) pi&hin kuidun paljaasta
sydimestd tAmin molemmin puolin on sijoitettu kaksi lasilevyi

102, jotka on jAvkisti oysytetty U-muotoisissa pitimissi 103,
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Valojohdon kuidun pAdllystetyt pidteosat on kiinnitetty ei-
niytettyjen kiinnittimien avulla, jotka on asennettu ei-nday-
tettvyn siidettidviin telineeseen, jonka avulla kuidun asento
voidaan tarkasti siit33 sivusuunnassa ja v15s- ja alasndin.
Kuidun svdimen ja levyien 102 vilinen tila 104 on reaktiokoh-
ta, jolloin kokeiltavat nesteet nvsvvit kamillaarivoimien

vaikutuksesta kuidun ja levyien vAlissA,

Tissi laitteessa on lisiksi kaksi mikroskooopiobjektiivia 105
ja 106 tulositeen kvtkemiseksi kuituun ja 14hA5n elliptisesti
polaroituneen signaalin kytkemiseksi ilmaisujarjestelmdin.
Tulositeen kehittii valonlidhde 107 (tdssd suoritusmuodossa
He-Ne-laser), jonka 1ihtdvalo menee polaroivan levyn 108 ja
moottorin 110 nydrittidmin katkoinkiekon 109 lApi, jossa kie-
kossa on aukko 111 signaalin katkomiseksi. Laitteen ilmaisu-
jirjestelminid on neljdinnesaaltolevy 112, polaroitumisen ana-
lyysilaite 113 ja fotoilmaisin 114. NAmd elementit ovat saman-
laiset kuin ne vastaavat elementit, jotka on selitetty tAh#n
hakemukseen liittyvissi EP-hakemusjulkaisussa 81 810 255.0, ja
ne toimivat samalla tavoin. Lopuksi laitteessa on vaiheeltaan
lukittava vahvistin 115 ja siihen liittyvdt komponentit, kuten
mikrotietokone 116 ja tallennin 117. Ndiiden elektronisten
komponenttien toiminnat ovat piiasiallisesti samat kuin t&ssAi
selityksessi aikaisemmin jo selitettyjen vastaavien elementti-
en toiminnat. On edelleen huomattava, ettd vertailutarkoituk-
seen kAvtetty katkottu vertailusignaali on piirustuksessa
kuvattu katkoinmoottorista 110 lihtevini ja vahvistimeen 115

johtoa 118 mydten vAlittyvana,

Laitteen toiminta on piidasiallisesti hyvin samanlainen kuin
edellisissi suoritusmuodoissa on selitetty, vhdistettynd tihin
hakemukseen liittyvissid EP-hakemusjulkaisussa 81 810 255,0
selitettyyn laitteeseen. Niinod kokeen suorittamiseksi kuidun
paljas osa ensin pinnoitetaan reagenssilla (esim. vasta-ai-
neella), kuten piirustuksen numerolla 120 on ndytetty, jolloin
tila tiytetiin asianomaisella liuoksella, kuten piirustuksessa

on niytetty katkokuvioin. Tavanomaisten huuhtelu- ja kuivaus-
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vaiheiden jAlkeen nollataan koje tyhidn puskurin ollessa lisni
asianmukaisesti vuorotellen kiertimilli polaroivia elementteji
112 ja 113 (ks. EP-hakemusjulkaisun 81 810 255.0 selitysta),
minkad jilkeen tvhiji liuos roistetaan, ja kokeiltava liuos
sijoitetaan maikalleen antigeenianalvyytin ja vasta-ainenin-
noitteen vilisen reaktion kaynnistimiseksi, miki johtaa rea-
genssin ja analyytin muodostaman kerroksen kasvuun valojohdon
sydimellid ja niain ollen elliotisesti polaroituneen 1ihd&n
muuttumiseen. Valoilmaisimesta 114 saatu vastaava muutos vah-
vistetaan ja valvotaan siihen liittyvissi elektronisissa kom-
oonenteissa 116 ja 117, jolloin saadaan halutut tiedot tismil-

lisesti samalla tavoin kuin aikaisemmista suoritusmuodoista.

Vasta-ainetta olevan kalvon kiinnittimiseksi valojohdon sydi-
meen (tai tietenkin antigeenin kiinnittimiseksi, jossa vasta-
aine on mAidritettivi) voidaan kdyttdd useita timin alan tek-
niikassa tunnettuija menetelmid, kuten edellid jo mainittiin.
Keksintb53i sovellettaessa immunokoetestauksen vhteydessi on
vleensid edullista kiyttid eduksi siti seikkaa, etti useimmat
lasityypit adsorboivat voimakkaasti proteiineja niiden hydro-
fobisten tai hvdrofiilisten alueiden vidlityksellid., Tdllaisessa
tapauksessa sydvytetty kuitu ensin puhdistetaan pesuaineen
vesiliuoksessa (esim. pesuaineen 2-prosenttisessa vesiluokses-
sa). Tamidn jadlkeen kuitu huuhdotaan juoksevassa vedessi ja
uootetaan vli vdn konsentroituun rikkihanpoon. Timin jilkeen
se huuhdotaan tislatulla vedellid ja kuivataan lampimissid il-
massa. Tallséin se heloosti sitoo proteiineja liuoksista, esim.

puskureissa olevaa ihmisen IgG:a.

Erdin toisen edullisena pidetyn mentelmin mukaan valojohto,
sen jdlkeen kun se on puhdistettu rikkihapolla ja huuhdottu
edelld selitetylli tavalla, upotetaan TiCly:n 15-prosenttiseen
(paino/tilavuus) liuokseen vedettdmissi orgaanisessa liuotti-
messa, kuten asetonissa tai etanolissa. Timin jdlkeen se pes-
tadn tislatulla vedells ja 0,1 M fosfaattipuskurilla (pH = 7)
ja saatetaan sitten kosketukseen ihmisen IgG-liuoksen kanssa

(2 g/1 0,9-prosenttisessa NaCl-liuoksessa tai 0,1 M fosfaatti-~-
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ouskurissa, pH = 7). Kuitu (tai pikemminkin sondi), joka t&ten
on tehty valmiiksi Ag:n testausta varten, varastoidaan markana
sopivassa puskurissa (tai mysés kuivana lyhyehk&ia ajanjakso-

ja).

Seuraavat esimerkit havainnollistavat keksinndn kdytdnndllisii

nakokohtia.

Esimerkki 1

Optinen sondi, jossa on kuvioiden 13a ja 13b vperusteella seli-
tettyi tyyppii oleva valojohto ja lasia oleva vastalevy, saa-
tettiin kuntoon immunokemiallisten kokeiden suorittamiseksi
seuraavalla tavalla: Lasielementit, jotka oli tehty seuraavas-
ta lasityyoistid (n = 1,523): "Farbloses Brillenrohglass B-260,
DESAG", pestiin ensin 1impimid114 pesuaineluoksella, huuhdot-
tiin tislatussa vedessid ja kuivattiin ilmassa. TAdmiAn jdlkeen
ne upotettiin 5 minuutin ajaksi konsentroituun rikkihappoon 95
Oc:ssa, huuhdottiin tislatulla vedellid ja kuivattiin puhtaalla
kankaalla. Seuraavat kasittelyt suoritettiin noudattamalla
miti suurinta huolellisuutta, puhtaisiin lasipintoihin ei
koskettu, ja sondia kisiteltiin sen reunoista. Levyt sovitet-
tiin kuvioiden 13a ja 13b niyttimiin laitteeseen siten, ettd
niiden viliin j3i 0,3 mm tila. Pinnoittamista varten valmis-
tettiin aproksimatiivisesti (mutta tarkasti punnittu) 1 g/l
antigeeniliuos liuottamalla tarvittava madrd kiinte&d ihmisen
immunoglobuliinia (Serva Riocehmicals, Heidelberg, Linsi-Sak-
sa) 0,9-prosenttiseen NMaCl-liuokseen. Noin 0,2 ml t#%td liuosta
pantiin sondin lasielementtien 41 ja 42 v&liin ruiskun avulla
ja annettiin olla paikallaan 2 tuntia huoneenlimmdéssd. TAmAN
ajan kuluessa aoroksimatiivisesti 1...10 % niyteessd olevasta
AG:sta liittyi valojohdon pintaan (noin 2...20 uyg). Tamin
jslkeen kenno tyhijennettiin absorboimalla neste absorboivalla
materiaalilla, ja kenno huuhdottiin tislatulla vedelli, Jja
huuhteluvedet poistettiin kuten aikaisemminkin. T&mian idalkeen
kennoon pantiin 0,1 M fosfaattipuskuria (oH = 7), josa oli 2

g/1 naudan seerumivalkuaista ja 0,5 ml/1 nestemdisti vesuai-
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netta (Tween 20), ja annettiin puskurin olla kennossa tunnin
ajan. Seerumivalkuaineen tulisi t3vttii lasiin jii&neet tyhjat
"aukot" antiqgeenill3 suoritetun pinnoittamisen jilkeen (koska
antigeeni ei normaalisti 1iity lasin kaikkiin kdytettivissi
oleviin alueisiin, ja koska kokeiltavalla vasta-aineella mvos
on affiniteettia paljaaseen lasiin, voisi pinnoittamattomien
alueiden, valojohdossa olevien "aukkojen" lisniolo myshemmin
aiheuttaa mittausvirheiti). Koska vasta-aineella ei ole affi-
niteettia naudan seerumivalkuaineeseen timi kisittelv tulisi
yksinkertaisesti tekemdin lasin kiAvttimAttdmit valjaat osat
toimettomiksi. Pesuaine itse asiassa tAvdent3i titHi vaikutus-

ta.

Sen jdlkeen, kun jilleen o0li pesty 9ja huuhdottu, annettiin
kennon kuivua puhtaassa 1idmpimissi ilmavirrassa. Timin i3lkeen
se oli valmis kokeita varten, Kaikki analyysit tehtiin huo-
neenlamméssd. Fri optiset ja elektroniset kompvonentit, foto-
monistinputkea lukuunottamatta, kivnnistettiin ja niiden an-
nettiin tasapainottua, ja vasta-aineliuoksen niyte (2 ml)
vantiin kennoon samalla laitteella. Valittu vasta-aine oli
kaniinista saatua ihmisen immunoglobuliinin vasta-ainetta,
valmistaja Dako Immunochemicals, K&svenhamina, Tanska, 0,9-
prosenttisessa NaCl-liuoksessa. Saatu alkuperiinen liuos oli
10 g/1 proteiiniliuos, jonka tiitteri oli 900/m), toisin sano-
en tamd luku (jonka valmistaia antaa) tarkoittaa, ettid vasta-
aineliuoksen jokainen ml todellisuudessa neutraloni 900 ug
antigeeniid (neutralointi tarkoittaa tissi, ettid kun t3llaiset
toisiaan vastaavat midrit molempia komponentteja ovat reagoi-
neet, ei liuoksessa enii ole mitiin sanottavaa miiri3 AG:a
tai AB:a). Kalibrointitarkoituksia varten kdytettiin niin
ollen sopivasti laimennettuja tunnettuja vasta-aineliuoksia
kokeen suorittamiseksi (ks, taulukkoa I). Heti, kun kenno oli
tdytetty kalibrointiliuoksella (n = approksimatiivisesti 1,3),
huone pimennettiin valomonistinputken kyllistymisen vilttimi-
seksi, ja putki kytkettiin kdyttdsn. Fotomonistimen vastaanot-
tamasta sirontavalosignaalista kehittyvi nopeuskidyri alkoi

kehittyd muutamien sekuntien tasapainottumisen jilkeen (mik3
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todennikdisesti johtui ajasta, joka kului pinnoitteen proteii-
nien asianmukaiseksi kostuttamiseksi). Reaktion annettiin
jatkua noin 2...5 minuuttia, ja melkein suoraviivaisen nopeus-

kdyran keskimidridinen kaltevuus laskettiin td1t3d ajalta.

Tulokset on vhtenvetona esitetty seuraavassa taulukossa I,
josta saadaan antiseeruminiytteiden laimentumisarvot ja vas-
taavat lasketut tiitteriarvot samoin kuin vastaavien nopeus-
kdvrien kaltevuudet, jotka mitattiin kAytetvl1i laitteella.

Taulukko I

Antiseerumin lai- Antiseerumin NopeuskAavyran
mennus (1 ml + ml vasta-aineen kaltevuus
0,9 NaCl) tiitteri (mv/min)

1 + 20 42,9 22,0

1 + 100 8,9 12,6

1 + 200 4,5 6,1

1 + 1000 0,89 0,8

Tuntemattoman ndytteen analysoimiseksi sovellettiin samaa
menetelmidi, nopeustiedot tallennettiin ja niita verrattiin
jalkeenndin taulukon T standarditietoihin. Halutut analyytti-
set tiedot saatiin piirtdm#113 saadut analyyttiset nopeusarvot
vastaavan tiitterin funktiona, joka saatiin taulukon I tie-

doista.

Esimerkki 2

Esimerkissid 1 selitetyn kokeen kiAinteisesimerkki suoritettiin
samalla laitteella ja samoissa olosuhteissa. TAss3d tapauksessa
optisen sondin valojohto pinnoitettiin vasta-ainekalvolla
(kaniinista saadulla ihmisen immunoglobuliinin vasta-aineella)
kayttimil1lid 0,2 m) alkuperAistda liuosta, jonka tiitteri oli
900/m1 (ks., esimerkkiid 1). Kaikki muut kAsittelyt olivat samat

kuin esimerkissd 1 on selitetty., Kalibrointindytteet valmis-
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tettiin antigeeniliuoksen tunnetuista laimennuksista, jotka on
esitetty taulukossa IT, jossa myss vhteenvetona on esitetty

tallennettuien nopeuskiyrien kaltevuudet.

Taulukko IT

Antigeeniliuokset Noneuskdvran kaltevuus
(ml/1) (mV/min)
0,42 4,9
1,63 11,3
5,32 19,0
10,16 21,7

Tuntemattomien AG-nivtteiden analvsoimiseksi sovellettiin
esimerkissd 1 selitettyi menetelmAd, toisin sanoen mitattiin
kokeiltavan vastaavan nopveuskdyridn kaltevuus ja verrattiin
saatua arvoa vastaavaan antigeenin konsentraatioon vertaile-
malla kAyriidn, joka laadittiin taulukossa IT yhteenvetona

esitetyistid arvoista.

Esimerkki 3

Tdssd esimerkissi kivtettiin nopeuskAyridn kehittimiseksi sig-
naalia, joka saatiin valosta, joka lihti valojohdon takaviisti
ja lankesi ilmaisimeen 58. Obtinen sondi oli piAdasialli-
sesti sama kuin esimerkissi 2 kdvtetty (AB-pinnoite, kaniinis-
ta saatu ihmisen immunoglobuliinin vasta-aine). Antigeeniliu-
osten ndaytteitd (kuten esimerkissi 2) kdytettiin konsentraati-
oina, jotka on esitetty seuraavassa taulukossa ITI. Muut ka-
sittelyt suoritettiin tarkasti kuten esimerkeissi 1 ja 2 on
selitetty, silli erolla, etti ei kdytetty fotomonistinta 53,
ja ettid signaali itse asiassa pieneni reaktion jatkuessa (kos-
ka sen valon osuus, joka ei saavuta valojohdon l1ahtéozats,
suurenee reaktion edistyessi). Taulukossa ITI on esitetty
nopeuskidyrien kaltevuus, joka on merkitty naytteissid 13sni

olevan AG-midirin funktiona.
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Taulukko IIT

Antigeeniliuos Nopeuskiyran kaltevuus
{ml/1) (mvV/min)
1.0 -0.42
0.32 -0.35
0.10 -0.31
0.03 ei helposti mitattavissa

Esimerkki 4

Seuraava esimerkki havainnollistaa vertailuna koemenetelmiad,
joka on kuvion 5 yhteyvdessi selitettvd tyyopid. TAtd varten
kAvtettiin kuvion 16 mukaista tyyonid olevaa fluoresenssin
mittauslaitetta. Ootinen sondi saatettiin kayttdkuntoon pin-
noittamalla vastaava valojohto 71 kalvolla ihmisen immunoglo-
buliinia (AG) soveltamalla esimerkissid 1 selitettyd menetel-
mii. Xavtetty vasta-aine AR* merkittiin fluoreseiini-iso-
tiosyanaatilla (FIT™"), joka on spesifinen kokeiltavaan anti-
geeniin nihden (saatiin toiminimeltd Dako Immunoglobulins,
K5sdpenhamina) . Vastaava merkitsemdtdn vasta-aine AB saatiin
myds samalta toimittajalta. Seuraavassa kokeessa valojohdon
13ht&3pinta 71b peitettiin mustalla maalilla tulevan sironta-

valon vihentimiseksi.

Jokaisessa kokeessa lisittiin kiinteA mA&rA merkki-vasta-ai-
netta AB*., Tami miari oli 100 1 Dako-tuotetta, joka laimen-
nettiin suhteessa 1:200 kivyttimdalld 0,1 M fosfaattipuskuria,
P = 7, ja sekoitettiin 100 1l:aan merkitsemattdomdn AB:n koe-
liuosta taulukon IV esittimind laimennuksina. KAsittely suori-
tettiin kuten edellisissid esimerkeissd, ja sekoitetut 100 1l:n
erit ruiskutettiin levyjen 71 ja 72 valiin. Tulokset on il-

maistu vastaavien nopeuskdyrien kaltevuuksina taulukossa IV.
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Taulukko IV

Vasta-aineen Vasta-aineen Nopeuskdyran
laimennus tiitteri kaltevuus
(1 m1 + ml puskuria) (mV/min)

1 + 20 42.9 11.6

1 + 100 8.9 57.7

1 + 200 4.5 90.3

1 + 1000 0.89 95.5

Vasta-aineen tuntemattomien liuosten mittaamiseksi kdytettiin
samaa menetelmid (lisdttiin 100 1 merkittvd vasta-ainetta) ja
tulokset saatiin vertaamalla edellid oleviin standardi-

tietoihin,

Esimerkki 5

Edellinen esimerkki toistettiin, mutta tAl113 kertaa valvottiin
valojohdon takaniissid olevan ilmaisimen 78 13dhtod. Kayttadmalla
samoja testikonsentraatioita kuin taulukossa IV on esitetty,
saatiin vastaavat nopeustulokset (suurenevassa jirjestykses-
sd): 2,9, 4,8, 6,1 ja 6,6 (mV/min).

Esimerkki A

Sondikenno saatettiin kAyttdkuntoon ottamalla kaovpale muovilla
niAllystettvd niidioksidikuitua toiminimeltd "Quartz & Silice
SA", tyve PCS Fibrosil WSF-UV series (halkaisija 380 m, sydin
200 m, haviét 0,14 db/m aallonpituudella 350 nm, transmissio
97 %) ja tyontimAalld tAmA kaopale pAistdin kuvioiden 10a ja
10b nAvttamin PVC-kennon uriin. Liimaukseen k&Aytettiin siliko-
nikumiliimaa asetonissa., Padllys sydvytettiin pois tayttAmAlla
kenno konsentroidulla rikkihapolla ja antamalla hapon olla
kennossa tunnin ajan (pd&llystdmAttomin osan vituus noin 10
cm) , minkd jAlkeen kuitu tehtiin aktiiviseksi soveltamalla
ensimmiistd edullisena pidettyi menetelmAd, joka on selitetty

viimeisissd kapopaleissa ennen esimerkkeja.
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Kalvo ihmisen immunoglobuliinia G {IgG), joka oli ostettu
toiminimeltid "Serva BRiochemicals, Heidelberg, LAnsi-Saksa,
laskettiin sitten kuidulle seuraavalla tavalla: Kennossa oleva
fosfaattiouskuri poistettiin ja korvattiin IqG:n (10 m1) 2 g/1
liuoksella 0,9-prosenttisessa NaCl-liuoksessa. Vasta-aineliuos
poistettiin 2 tunnin kuluttua, ja kuitu huuhdottiin puskuri-
liuoksella, minkid jAlkeen kennoon pantiin naudan seerumivalku-
aisen 2 g/1 liuosta, jossa oli 0,5 ml tuotetta "Tween 20"
(pesuainetta) 0,1 M fosfaattipuskurissa, ja annettiin liuoksen
olla kennossa tunnin ajan. Timin jilkeen kenno jd1leen huudot-
tiin ouskurilla ja tAvtettiin tuoreella nuskurilla (10 ml).
Kenno asennettiin kuvion 9 mukaisen laitteen optiseen rataan,
suodatin 5 valittiin aallonpituudelle A = 280 nm (proteiinin
absorptio) ja suodatin 6 1ipdisi aallonpituuden ,ﬂz = 340 nm
(ei mitdin oroteiinin absorotiota), minki jdlkeen siidot teh-
tiin siteen keskidimiseksi elektronisten yksikhiden asianomai-
sen toiminnan aikaansaamiseksi, ja jirjestelmi saatettiin
tasapainotilaan siten, ettd kohina oli mahdollisimman pieni.
Tamin jAlkeen lisittiin 50 pl antiseerumin eri laimennuksia
(kaniineissa kehitetty anti-IgG, ostettu toiminimelti Dako
Immunochemicals, K&8penhamina) ia sekoitettiin perusteelli-
sesti kuolimalla ilmaa kennon 1ini. Timin jAlkeen tallennin
kdynnistettiin ajankohtana nolla, ja valvottiin absorption
vaihteluja aallonpituudella A, = 280 nm noin 10 min. T&min
absorptiosignaalin muuttumisen keskinopeus piirrettiin, ja
kaltevuus merkittiin mielivaltaisina vksikk&éind. Tulokset on

taulukossa V esitettv AG-konsentraation funktiona.

Taulukko Vv

AG:n (anti-IgG:n) konsentraatio Nopeuskidyrdn kaltevuus
(Mg/m1) (mv7/min)

4.5 2.23

2.3 1.02

1.5 0.78

0.76 ei helposti mitattavissa
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Esimerkki 7

Menetelmd oli nddasiallisesti sama kuin edellisessi esimerkis-
sid selitetty, mutta kaniinin IgG korvattiin vastaavalla merki-
tylld anti-seerumilla. Merkkivhdisteeni oli fluoreseiini-iso-
tiosyanaatti ("Isomer-1" (FITC). Timi merkitty antiseerumi
saatiin toiminimeltd "Dako". Timi materiaali absorboi voimak-
kaasti aallonpituudella 492 nm (ti#ssi aallonpituus on myos se
aallonpituus, joka heridttiid fluoreseiinin). Kokeessa suodatin
S valittiin aallonpituudelle Al = 492 nm, ja suodatin A aal-
lonpituudelle A5 = 600 nm, jolla mitdin ahsortiota ei tapah-
du. Kokeet suoritettiin kuten edellid jo on selitetty kavytta-
mAllad FITC-merkitvn IgG:n eri konsentraatioita, ja kiyttimilli
toisessa mittaussarjassa aktiivisen kuidun kappaleita, joiden

pituus oli vain 5 cm. Tulokset on esitetty taulukossa VI.

Taulukko VI

Merkityn IgG:n konsentraatio Nopeuskayridn kaltevuus
koeastiassa ( g/ml) (mV/min) kuidun
pituuksille 5 ja 10 cm

5 10
0.827 10.2 22.6
0.568 6.8 14.3
0.350 4.1 8.9
0.178 2.1 4.3
0.090 0.98 2.1
0.045 0.43 0.94

Esimerkki 8

Edellisessd esimerkissi nihtiin, ettd voidaan kiyttii merkit-
semistd fluoreseiinijohdannaisella oproteiinin absorptio-
spektrin modifioimiseksi ja niin ollen keksinndn mukaisen
kokeen herkkyyden suurentamiseksi verrattuna merkitsemitt&miin
elementtiin., TAt4d jirjestelmis voidaan tietenkin myos kayttaa

ihmisen merkitsemidttdmin IgG:n tuntemattoman konsentraation
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mittaamiseksi (vertailutyvyopiset mittaukset) kAyttimilli 1li-
sdksi merkityn AB:n vakiokonsentraatiota, jonka suhde merkit-
tyyn elementtiin t3115in tulee olemaan nopeuden determinantti
kuvion 6 ndyttidmin kaavan mukaan. Kokeissa, joiden tulokset on
esitetty taulukossa VII, oli merkityn IgfG:n vakiokonsentraatio
1 pg/ml. Fnsimmidisessi sarakkeessa mainitut arvot koskevat

merkitsemdtonta IgG:ta.

Taulukko V11T

Merkitsemittdmin IqG:n Nopeuskdayrien kaltevuus
konsentraatio ( gq/ml) (mielivaltaisina vksikkdini)

) toisin sanoen 1 g/ml

merkittva IqgG:a 24.3
0.09 19.7
0.83 10.2
4,14 2.4
9.2 0.84

Esimerkki 9

Kuvion 9 mukaista laitetta kdvtettiin fluoresenssimittauksen
olosuhteissa, toisin sanoen herAtysvalon suodatin 5 oli aal-
lonpituudelle A3 = 492 nm, ja suodattimen 6 ja kuidun taka-
oddn jilkeen sijaitseva heritysvaloa sulkeva lisisuodatin oli
aallonpituudelle A, = 518 nm.

Koe suoritettiin itse asiassa tarkasti samalla tavoin kuin
esimerkissi 8, mutta mitattiin signaalin (l3hetetyn fluore-
senssin) suureneminen sen pienenemisen asemesta, kuten absoro-
tioilmidn vhteydessi. Samalla tavoin kuin esimerkisssd 8 oli
analyytissid 1 pg/ml fluresoivaa IgG:a sekd ihmisen merkitsema-
tontd IgG:a eri konsentraatioina, kuten taulukon vasemmassa
sarakkeessa on naytetty.
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Taulukko VIII

MerkitsemiattomAn IgG:n Nopeuskayrien kaltevuus
konsentraatio ( g/ml) (mielivaltaisina vksikkdini)
0 17.9
0.09 13.0
0.83 5.3
4,14 1.4
9.20 0.42

Lukijalle on oltava selvidi, ettd esimerkeissd 1 ja 9 selitet-
tyjad tuloksia on kiytetty standardeina vartailutarkoituksiin
samanlaisten niytteiden tuntemattomia konsentraatioita varten.
Vertailut ja laskennat voidaan tehdi kuten tavanomaisesti
visuaalisesti tai suorittamalla elektroninen kdsittely seli-

tettyyn laitteeseen liitettdvilld mikrotietokoneella.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd@ liuoksessa olevan analyytin mddrittimiseksi,
jonka menetelmdn mukaan kerros analyytin ja reagenssin muodos-
tamaa tuotetta kerddntyy valotetun valojohdon syddmen pinnal-
le, jossa kulkee moninkertaisesti kokonaisheijastunut valo-
aaltosignaali, joka muodostunut Kkerros muuttaa valojohdon
optisia ominaisuuksia ja tdten muuttaa mainitun aaltosignaa-
lin, ja mainittu muutos mitataan ja sitd kdytetddn mainittuun
madrittdmiseen, jolloin valojohtona kdytet3&n sydintd, jonka
taitekerroin (nj;) on suurempi kuin mainitun analyyttiliuoksen
taitekerroin (n2), t unne t t u siitd, ettd suhteen nj/ny
arvo on sellainen, ettd syddmessd kulkevaan aaltosignaaliin
liittyvan valokomponentin sisddntunkeutumissyvyys kdytdnndlli-
sesti katsoen sovittuu analyytin ja reagenssin mainitun tuot-

teen paksuuteen tai ylittda tdmdn paksuuden.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd analyytille spesifisen reagenssin ohuella kalvolla
pinnoitetun valotetun ei-huokoisen valojohdon sydidmen osa
saatetaan kosketukseen mainitun analyytin liuoksen kanssa ja
tdten saatetaan td&md8 analyytti reagoimaan mainitun kalvon
mainitun reagenssin kanssa ja muodostamaan kerroksen reagens-
sin ja analyytin tuotetta, tarkkaillaan niitd vastaavia opti-
sia muutoksia, joita ajan mittaan esiintyy syd&men 1ldpi kulke-
vassa valoaaltosignaalissa mainitun syddmen 18hddssid mainitun
tuotekerroksen muodostumisen seurauksena ja verrataan tadten
saatuja nopeustietoja vastaaviin standardi-vertailunopeustie-
toihin, jotka on samankaltaisella tavalla saatu mainitun ana-
lyytin kalibrointindytteista.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd valojohdon ei-huokoisen syd&men osa pinnoitetaan
vertailumddrdlla madritettdvdd analyyttid, sydtetdidn valoaal-
tosignaali mainitun osan tuloon, saatetaan mainittu valotettu

nsa kosketukseen analyyttiliuoksen kanssa ja lisidtdin ennalta
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tai samanaikaisesti siihen vertailumddra reagenssia tdmdn
saattamiseksi kilpailevasti reagoimaan liuoksessa olevan ana-
lyytin kanssa ja syddmelld olevan mainitun vertailumddrén
kanssa, tarkkaillaan vastaavia optisia muutoksia, jotka ajan
mittaan tapahtuvat mainitussa aaltosignaalissa mainitun syda-
men osan 13hddssi reagenssin ja mainitun vertailumd&rdn vdali-
sen reaktion tuloksena ja verrataan tdten saatuja nopeustieto-
ja standardivertailunopeustietoihin, jotka on samalla tavoin

saatu mainitun analyytin liuosten kalibrointindytteistd.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmda, t unn e t t u
siitd, ettd analyyttiliuokseen lisdtddn merkintéd@mdarin puhdas-
ta merkittyd analyyttid, jolloin mainitun merkin ldsnédolo
reagenssin ja analyytin tuotekerroksessa valojohdon syddmellad
aiheuttaa sydamen 13pi kulkevan valoaaltosignaalin mainitut
optiset muutokset, ja ndiden muutosten suuruus on suorassa
suhteessa merkityn analyytin ja liuoksessa olevan analyytin

suhteeseen.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd kdytetddn syddntda, jossa pinnoitteena on reagens-
sia yli sen stdkidmetrisen mdarén, joka tarvitaan liuoksessa
olevan midritettivin analyytin sitomiseksi, saatetaan mainittu
pinnoitettu syddn kosketukseen analyyttiliuoksen kanssa maini-
tun mAdritettdvin analyytin sitomiseksi kokonaan, lisdtddn
analyyttiliuokseen vertailumddrd puhtaassa merkityssd muodossa
olevaa analyyttid sen saattamiseksi reagoimaan reagenssin yha
kdyttdmattoman osan kanssa, jolloin mainitun merkkiaineen
lisnidolo reagenssin ja analyytin tuotteessa saattaa mainitut
optiset muutokset tapahtumaan aaltosignaalissa ja ndiden muu-
tosten suuruus on suorassa suhteessa merkityn analyytin ja

liuoksessa olevan analyytin suhteeseen.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, kun analyytissa
on useampi kuin yksi sidoskohta, joka spesifisesti sitoo use-
amman kuin yhden reagenssilajin, tunnettusiita, ettd

ensimmiiselld reagenssilla pinnoitettu mainittu sydédn saate-
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taan kosketukseen mainitun analyyttiliuoksen kanssa, lisitiin
vertailumddrd toista reagenssia mainitun toisen reagenssin
saattamiseksi sitoutumaan mainitun analyytin toiseen sidoskoh-
taan, jolloin mainittu optinen muutos aiheutuu analyytin mai-
nitussa toisessa sidoskohdassa olevan toisen reagenssin sitou-
tumisesta, joka analyytti on sitoutunut ensimmiisessi sidos-

kohdassa syddmen mainittuun ensimmiiseen reagenssiin.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi, t u nn e t t u
3iitd, ettd mainitut nopeustiedot tulkitaan niiden nopeuskdy-
rien kaltevuuksina, jotka koskevat kokeiltavaa reaktiota, tai
nopeustiedot ekstrapoloidaan tasapaino-olosuhteiden mi&ritti-
miseksi.

8. Patenttivaatimuksen 1...7 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd valojohdon sydidmen optisten ominaisuuk-
sien mainittu muutos on suhteessa aaltosignaalin absorptioon,
joka muutos johtaa mainitun sydimen 13hdSssi mitatun valo-
signaalin pienenemiseen ajan mittaan.

9. Patenttivaatimuksen 1...6 mukainen menetelmi, t u n -
nettu siitd, ettd valojohdon sydimen optisten ominaisuuk-
sien muutos koskee fluoresenssivalosignaalin kehittymist&,
joka signaali ajan mittaan suurenee mitattuna mainitun sydamen
1ldhd6ssd tai sivusuunnassa siiti.

10. Patenttivaatimuksen 1...6 mukainen menetelmid, t u n -
nettu siitd, ettd valojohdon syddmen optisten ominaisuuk-
-ien mainittu muutos koskee mainitun valoaaltosignaalin siron-
taa, jonka sironnan mddrd ajan mittaan suurenee ja on mitatta-
vissa osittain sivusuunnassa sironta-alueesta ja osittain
syddmen 1&hddsséa.

11. Patenttivaatimuksen 1l...6 mukainen menetelmid, t u n -
e t tu siitd, ettd kdytetddn polaroitua valosignaalia, ja
:ttd valojohdon optisten ominaisuuksien muutos koskee mainitun

¢ignaalin elliptisid polarisaatioparametrejd, jotka mitataan
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mainitun syddmen 1d&hddssd.

12. Patenttivaatimuksen 1...10 mukainen menetelmd, t u n -
n et t u siitd, ettd syddn on valittu valoa ladpdaisevien
levy-, tanko- tai kuitumaisten kappaleiden joukosta, joiden

taitekerroin on vahintaan 1,4.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd sydan on yksimuotoisen tai monimuotoisen

optisen kuidun sydén.

14, Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t u n n e t -
t u siitd, ettd kaytetdan monimuotokuitua, jossa on muotoja,
jotka ovat riittavdn tylppia kuidun akseliin ndhden kokonais-
heijastumisen aikaansaamiseksi, ja riittdvan jyrkkid valosig-
naalin ja pinnoitteen vdlisten vaikutuskohtien suuren lineaa-

risen tiheyden aikaansaamiseksi.

15. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd syddn on monimuotokuitu, jossa muodot on
valittu siten, ettd alkuheijastumiskulma on ldhelld kriittistad
kulmaa niin, ettd reaktion aikana vahemmdn tihe&n vdliaineen
taitekertoimen njp pieni muuttuminen, joka aiheutuu analyytin
ja reagenssin tuotteen kasvusta, Jjohtaa valon osittais- tai

kokonaistaittumiseen sydamen ulkopuolelle.

16. Laite kineettisten parametrien mittaamiseksi analyytin ja
siihen ndhden spesifisen reagenssin reaktiossa, joka reaktio
esiintyy valojohdon (1) pinnalla ja aiheuttaa valojohdon op-
tisten ominaisuuksien ilmaistavissa olevia muutoksia, jolloin
laitteessa on valonldhde (8), vadlineet (9, 10, 1l1) signaalin
syottamiseksi tdstd ldhteestd valojohdon (1) tuloon, ilmaisin-
vdlineet (12) valosignaalin ilmaisemiseksi, joka on muuttunut
kulkiessaan laitteen lapi ja lahtiessaan siitd, ja sen muutta-
miseksi sdhkdsignaaliksi, ja vdlineet (13) mainitun signaalin
kdsittelemiseksi mainittua reaktiota koskeviksi kadyttokelpoi-
siksi tiedoiksi, ja valojohto (1) on materiaalia, jonka tai-
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tekerroin (nj) on suurempi kuin reaktioviliaineen taitekerroin
(ng), t unnettu siitd, ettd suhteen ni/ny arvo on
sellainen, ettd syddmessd kulkevaan aaltosignaaliin liittyvén
valokomponentin sisd&@ntunkeutumissyvyys kdytdnndllisesti kat-
soen sovittuu analyytin ja reagenssin mainitun tuotteen pak-
suuteen tai ylittdd tdmdn paksuuden.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen laite, t un n e t t u
siitd, ettd valojohto (1) on muodoltaan levy tai kuitu, jonka
taitekerroin on rajoissa noin 1,4...noin 3,5 ja joka on muo-
toiltu siten, ettd valosignaali valittyy valojohdon 1l3pi mo-
ninkertaisen kokonaisheijastumisen seurauksena.

18. Patenttivaatimuksen 16 mukainen laite, t u n n e t tu
siitd, ettd muunnettu valosignaali lihtee sirotettuna, fluore-

soivana tai osittain absorboituneena valosignaalina.

19. Patenttivaatimuksen 16 mukainen laite, t un ne t t u
siitd, ettd valojohto (1) on muodoltaan kierukkamaisesti ke-
lattu optinen kuitu.

20. Patenttivaatimuksen 17 mukainen laite, t un n e t t u

siitd, ettd siind on vastalevy (42), joka on sovitettu ei-kos-
kettavaan ldheiseen rinnakkaissuhteeseen valojohtolevyyn (41)
ndhden, jolloin reaktio tapahtuu n#iden levyjen vdlissd ole-
vassa tilassa, ja reaktiovdliaine pysyy paikallaan kapillaari-

voimien vaikutuksesta.
ratentkrav

1. Forfarande fO0r best&mning av en analyt i 1l6sning, enligt
vilket ett skikt av en produkt av analyt och reagens byggs upp
pa ytan av den belysta k&rnan i en ljusledare ledande ett
flertal gdanger totalt reflekterad ljusvagssignal, wvilken
skiktbildning har effekten att &ndra skiktets optiska egen-
skaper fOr att modifiera denna v&gsignal och denna modifiering
olir uppmdtt och anvind fOr niamnda bestamning, varvid man
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anvdnder en ljusledare med en kirna med ett refraktionsindex
(n1) stdrre an indexet (nj) f&r ndmnda analytlosning, kK & n -
n e tecknat darav, att forhdllandet nj/ny har ett
sddant vidrde, att genomtrdngningsdjupet i 18sningen av den
till ndmnda vagsignal anslutna ljuskomponenten i k&rnan prak-
tiskt taget anpassar sig till eller Overstiger tjockleken av
den av analyten och reagenset bildade produkten.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k a nneteckn a t
ddrav, att man bringar en del av en belyst inte-pords kirna
for en ljusledare 6verdragen med en tunn film av ett reagens
som ar specifikt i férh&llande till en analyt i kontakt med en
16sning av denna analyt och hirigenom m6jliggdr fOr analyten
att reagera med namnda reagens i ndmnda film och bilda ett
skikt av en reagens/analytprodukt, observerar de motsvarande
optiska fordndringarna som upptrider med tiden i nimnda ljus-
vagssignal som gar genom kirnan vid kdrnans utgdng som resul-
tatet av bildandet av detta produktskikt, och jamfér de sa
erhadllna bastighetsdata med motsvarande standard-referens-
hastighetsdata som erh3llits pa liknande sitt fr&n kalibreran-

de prov av ndmnda analyt.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nneteckna t
ddarav, att man Overdrar en del av kdrnan av en inte-pords
ljusledare med en referensmidngd av analyten som skall bestim~
mas, inmatar en 1ljusvigssignal i en ingéng for denna del,
bringar denna belysta del i kontakt med analytldsningen under
det att man pa fdérhand eller samtidigt tillsétter losningen en
referensmdngd av reagenset fdr att bringa det sistnimnda att
kompetitivt reagera med analyten i l6sningen och n3mnda refe-
rensmangd p& kdrnan, observerar de motsvarande optiska foérand-
ringar som med tiden uppstdr i nimnda vagsignal vid en utgang
av ndmnda del av kdrnan som resultat av nimnda reaktion mellan
reagenset och ndmnda referensméngd, och jdmfér de salunda
erhdllna hastighetsdata med standard-referenshastighetsdata
som pa liknande sdtt erhdllits fran kalibrerande prov av 10s-
ningar av ndmnda analyt.
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4. FdSrfarande enligt patentkravet 2, k @ nnetecknat
dirav, att man tillsidtter analytlOsningen en spéarkvantitet av
ren analyt i médrkt form, varvid ndrvaron av namnda marke i
produktskiktet av reagens och analyt pa& 1ljusledarens kdarna
dstadkommer nimnda optiska for&ndringar av nédmnda ljusvagssig-
nal som gar genom denna kdrna, varvid storleken av namnda
fordndring st&r i direkt fdrh&llande till fdérhallandet mellan
den mdrkta analyten och analyten i 1ldsningen.

5. Férfarande enligt patentkravet 2, k @ nne tecknat
dirav, att man anvinder en kdrna med ett Overdrag av ett rea-
gens i Overskott Over den mdngd som stdkiometriskt erfordras
£5r att binda analyten i 18sningen som skall bestdmmas, brin-
gar ndmnda Sverdragna kdrna i kontakt med analytldsningen for
att helt och hallet binda ndmnda analyt som skall bestdmmas,
tillsitter analytldsningen en referensmdngd av analyt i ren
markt form f£f6r att reagera med det &nnu inte anvdnda Sverskot-
tet av reagens, varvid ndrvaron av ndmnda mdrke i den av rea-
genset och analyten bildade produkten &stadkommer namnda op-
tiska forindringar som upptrdder i vagsignalen, varvid stor-
leken av niamnda forindring &r i direkt proportion till forhal-
landet mellan den markta analyten och den i 10sningen ur-

sprungligen varande analyten.

6. TForfarande enligt patentkravet 2 da analyten har flere an
en bindningspunkt fOr att specifikt binda mera an ett slag av
reagens, k annetecknat darav, att man bringar namn-
da kirna som Ar Overdragen med ett forsta reagens i Kkontakt
med nimnda analytldsning, tillsdtter en referensmidngd av ett
andra reagens for att bringa detta andra reagens att binda vid
det andra bildningsstdllet av ndmnda analyt, varvid namnda
optiska fordndring ar resultatet av att ndmnda andra reagens
binder vid det namnda andra bindningsstallet i analyten som
med sitt forsta bindningsstdlle &r bunden vid ndmnda forsta

reagens i karnan.
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7. Forfarande enligt patentkravet 2, k @ nnetecknat
dirav, att ndmnda hastighetsdata tolkas som lutningen av has-
tighetskurvor som hdnfdr sig till testreaktionen, eller has-
tighetsdata extrapoleras fOr att bestdmma jadmviktsfdrhallande.

8. Forfarande enligt patentkraven 1...7, k @& nneteck -
n a t darav, att nidmnda férdndring i de optiska egenskaperna
£6r 1ljusledarens karna gédller absorptionen av vagsignalen,
varvid nimnda modifikation med tiden leder till ett avtagande

av den ljussignal som mdts vid en utgang fér ndmnda karna.

9. Fdrfarande enligt patentkraven l...6, Kk a nne t ec k -
n a t dirav, att nidmnda fdérdndring av de optiska egenskaperna
hos 1ljusledarens kdrna gdller alstringen av en fluorescent
ljussignal, vilken signal med tiden tilltar som matt vid en

utgdng for ni&mnda kdrna eller sidledes fran denna.

10. Fdrfarande enligt patentkraven l...6, k @ nneteck -
n a t dirav, att namnda férdndring av de optiska egenskaperna
hos ljusledarens kdrna gdller strdspridning av ndmnda ljusvag-
signal, varvid utstrdckningen av denna spridning tilltar med
tiden och kan mdtas delvis sidledes i foérhallande till det

spridande omr&det och delvis vid en utgdng av kdrnan.

11. Forfarande enligt patentkraven l...6, k @ nneteck-
n a t dirav, att man anvidnder en polariserad 1ljussignal och
att nidmnda fordndring av de optiska egenskaperna hos ljusleda-
ren giller de elliptiska polarisationsparametrarna for ndmnda
signal, vilka parametrar mdts vid en utgang for ndmnda kdrna.

12. Forfarande enligt patentkraven 1...10, k @& nnetec k-
n a t dirav, att kdrnan vdljs bland ljusgenomslédppliga skiv-,
stang- eller fiberliknande stycken med ett refraktionsindex om

minst 1,4.
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13. Forfarande enligt patentkravet 11, k & nn e t e c k -
n a t ddrav, att kdrnan &r en single-mode eller multe-mode
optisk fiberkdrna.

14. Forfarande enligt patentkravet 12, Kk E nn e t e c k -
n a t darav, att man anvdnder en multi-mode-fiber, och omfat-
tande anvdndningen av tillrdckligt trubbiga moden i f&rh&illan-
de till fiberaxeln f6r att A&stadkomma totalreflektion och
tillrdckligt branta f6r att &stadkomma en stor linjdr tédthet i
stdllen fOr Omsesidig verkan i overdraget fo6r ljussignalen.

15. Forfarande enligt patentkravet 12, Kk i nneteck -
n a t ddrav, att kdrnan &r en multi-mode-fiber och att moden
dr valda med en ursprunglig reflektionsvinkel nira den kritis-—
ka vinkeln, varigenom under reaktionsfdrloppet en liten fd&r-
dndring av refraktionsindexet nj fdr det mindre tita mediet,
vilken fordndring upptrdder pa& grund av att den av analyten
och reagenset bildade produkten vdxer, resulterar i en par -
tiell eller total refraktion av ljuset ytterom kirnan.

16. Anordning f&6r mdtning av kinetiska parametrar i en reak-
tion mellan en analyt och ett i fdérh&llande till denna speci-
fik reagens, vilken reaktion upptridder pa ytan av en ljusle-
dare (1) och férorsakar detekterbara fdrdndringar hos dennas
optiska egenskaper, vilken anordning omfattar en ljuskalla
(8), medel (9, 10, 11) fdr att mata en signal fr&n denna killa
till ingdngen i ndmnda ljusledare (1), detekter ingsmedel (12)
for att detektera 1ljussignalen som har undergitt forandringar
d& den gatt ddrigenom och uttrider dirifr&n, och omvandla den
till en elektrisk signal, och medel (13) fdr att behandla
denna signal till anvindbara data som hinfdr sig till ndmnda
reaktion, och 1ljusledaren (1) &r av ett material med ett
refraktionsindex (nj) som dr stdrre &n refraktionsindexet (np)
f0r reaktionsmediet, Kk 8 n ne t e ¢c k n a ¢t darav, att
torhallandet nj/n; har ett sddant virde, att genomtringnings-

djupet i 1&sningen av den till nimnda vagsignal anslutna ljus-
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komponenten i k&rnan praktiskt taget anpassar sig till eller
Overstiger tjockleken av den av analyten och reagenset bildade
produkten.

17. Anordning enligt patentkravet 16, k 4 n n e tecknad
ddrav, att ljusledaren (1) har formen av en skiva eller en
fiber med ett refraktionsindex inom omridet om ca 1,4 till ca
3,5 och formad for att &stadkomma att ljussignalen ledes genom
ndamnda ledare genom multipel totalreflektion.

18. Anordning enligt patentkravet l6, k @&nnetecknad
ddrav, att den modifierade ljussignalen uttr&dder som en stré-
signal, fluorescerande eller delvis absorberad ljussignal.

19. Anordning enligt patentkravet 16, Kk A nne t e cknad
ddrav, att 1ljusledaren (1) har formen av en spirallindad
optisk fiber.

20. Anordning enligt patentkravet 17, k @&nnetecknad
ddrav, att den omfattar en motskiva (42) anordnad i inte be-
rérande ndra parallell narhet till ljusledarskivan (41), var-
vid reaktionen sker i utrymmet som uppstar mellan n3mnda
skivor och reaktionsmediet h&lls P& plats genom kapillidr-
kraften.
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