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Analyyttisid elementtejd, jotka sis#ltévit reagoimattomia

estiviada viriaineita

Esilld oleva keksintéd kuuluu kliinisen kemian
alaan. Tarkemmin sanottuna se koskee analyyttisiid element-
tejd analyyttien mddrittamiseksi kvantitatiivisesti.

Analyyttisid elementtejd, erityisesti monikerroksi-
sia analyyttisi& elementtej&d kdytettdviksi erilaisten bio-
logisesti mielenkiintoisten analyyttien kvantitatiivisessa
mdarityksessd tunnetaan US-patenttijulkaisuista 4 670 381,
4 517 288, 4 258 001, 4 066 403 ja 3 992 158. Elementeissé
analyyttien, kuten hiilidioksidin, aspartaattiaminotrans-
feraasin (ASAT), laktaattidehydrogenaasien (LD) ja alanii-
niaminotransferaasin (ALAT) m&&rittamiseksi entsymaatti-
silla menetelmilld Kk&ytet&an NADH:ta ja mitataan heijas-
tustiheys aallonpituudella 340 nm mielenkiinnon kohteena
olevan analyytin médritté&miseksi kvantitatiivisesti.

Kun Kkyseessd ovat analyytit, joihin juuri wviitat-
tiin, mittaus suoritetaan spektrofotometrisesti reflekto-
metrid kdyttden. Reflektometrissd energiasade, kuten va-
lonsdde, heijastetaan peilistd ja sen jdlkeen elementin
kantaja-, reagenssi- ja rekister®intikerrosten lapi. Sit-
ten valo heijastetaan takaisin suodattimen lidpi detektori-
vdlineelle, kuten fotodiodille. Heijastustiheyden (DR)
muutos vastaa analyytin pitoisuutta koeliuoksessa. Monissa
kaytdssa olevissa reflektometreissd suurin saatavissa ole-
va DR on noin 1,5 aéllonpituusalueella 320 - 360 nm. On-
gelman muodostaa se, ettd joissakin péddtepistemittausana-
lyyseissd, kuten mitattaessa CO,:ta entsymaattisesti, muo-
dostunut maksimi-DR on 2,0 aallonpituudella 340 nm. Niinpa
on ilmeistd, ettd kaytettdessd reflektometrejid, - joiden
suurin saatavissa oleva DR on 1,5, kéytettdva dynéaminen
alue kapenee merkittévédsti ja siten tarkkuus huononee.

Esilld oleva keksintd antaa k&yttoodn analyyttisen

elementin analyytin mddrittamiseksi kvantitatiivisesti
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mittaamalla heijastustiheys aallonpituusalueella 320 -
360 nm, jolloin elementti k#&sitt8&8 reagenssikerroksen ja
rekisterdintikerroksen, ja elementille on tunnusomaista,
ettd toinen n#dist#d kerroksista sis#ltdi viriainetta, joka
absorboi heikosti aallonpituusalueella 320 - 360 nm ja
tehokkaasti aallonpituusalueella 640 - 720 nm.

Védrjaineen sigdllyttédminen elementtiin lisd8 DR:n
(heijastustiheyden) dynaamista aluetta, mik& johtaa tar-~
kempiin analyytin kvantitatiivisiin mittauksiin aallon-
pituusalueella 320 - 340 nm. Lis&ksi egilld oclevalla kek-
sinndll8 vadltetddn monet reflektometrien laitteesta lait-
teeseen -erot, jotka vaikuttavat energiaan aallonpituus-
alueella 640 - 720 nm, samoin kuin aallonpituusalueella
640 - 720 nm ilmenevdt energiaerot, joita esiintyy aikaa
mydten samassa laitteessa esim. valonldhteen vanhetessa.
Esilld oleva keksintd lisd8 merkittédvdsti olemassa ole-
vien reflektometrikonfiguraatioiden valmistuksen toiminta-
vapautta. Suodatinkustannuksia voidaan alentaa, koska ndi-
den suodattimien estdville ominaisuuksille voidaan asettaa
v8hemmé&n ankaria vaatimuksia.

Kuten edelld on mainittu, maksimiheijastustiheydet,
joita voidaan mitata aallonpituudella 340 nm monissa ny-
kyisissd reflektometreissd, on 1,5 DR. Naiden reflektomet-
rien tarkka analysointi osoittaa, ettd8 niiden valonl&h-
teet sisdltdvdt runsaasti energiaa, jonka aallonpituus on
640 - 720 nm, ensimmidinen aallonpituusalueen 320 - 360 nm
harmoninen alue. T&m& valonléhde on suhteellisen heikko-
energinen aallonpituusalueella 320 - 360 nm. K3ytdssa va-
lonldhteen energia heijastetaan peilistd analyyttisen ele-
mentin eri kerroksiin. Itse elementti heijastaa energiaa,
joka sisdltd8& runsaasti aallonpituusaluetta 640 - 720 nm
ja suhteellisen vidhidn aallonpituusaluetta 320 - 360 nm.
Elementistd heijastunut energia kulkee interferenssisuo-
dattimen ldpi, joka suunnitellaan siten, ettd wvain aal-
lonpituudeltaan 320 ~ 360 nm oleva energia voi kulkea
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lapi. Kuitenkin jonkin verran aallonpituudeltaan 640
720 nm olevaa energiaa Kulkee suodattimen l&pi. Sitten
interferenssisuodattimen ldpi kulkeva energia osuu foto-
diodiin. Fotodiodin herkkyysprofiili osoittaa, ettd se on
suhteellisen epdherkkd aallonpituudella 320 - 340 nm ja
erittdin herkkd aallonpituudelle 640 - 720 nm. Tuloksena
on se, ettd aallonpituudeltaan 640 - 720 nm oleva energisa,
jonka onnistuu kulkemaan interferenssisuodattimen 1&pi,
vyhdistyy ldpi kylkevaan energiaan, jonka aallonpituus on
320 - 360 nm, ja osuu fotodiodiin aiheuttaen heijastusti-
heyden (DR) laskun. Siten monissa tapauksissa maksimi-DR,
joka esiintyy esimerkiksi hiilidioksidin p&stepistemd&ri-
tyksessd, on noin 1,4. Tdmd tarkoittaa, ettd pddtepisteke-
miamittaukset aallonpituudella 340 nm tehd&&n usein ref-
lektometreilld, joissa on kaventunut mittausalue 0,6 -
1,4 DR.

On pystytty identifioimaan lucokka védriaineita, jot-
ka, kun ne sisdllytetdan analyyttisen elementin kerrok-
seen, merkittivésti védhentdvat aallonpituusalueella 640 -
720 nm olevaa energiaa, jota saattaa tulla interferenssi-
suodattimelle. Tuloksena on se, ettd merkittévasti vdhem-
man energiaa, jonka aallonpituus on 640 - 720 nm, osuu
fotodiodille, mikd lis&d8 maksimitiheyttd, jonka reflekto-
metri voi mitata aallonpituusalueella 320 - 360 nm.

Vdriaineluokalla, jota voidaan k&yttdd esilla ole-

vassa Keksinndssd, on rakenne

jossa R', R’, R’, R*, R®, R®, R’ ja R® ovat kukin itsendisesti

vety, hydroksyyli, sulfometyyliamino, -NH(S0,)" tai sulfo-
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nihappo -S0,”, jolloin vdhint&#&n kaksi ryhmistd R', R?, R?,
R', R*, R®, R’ ja R® ovat -S0,”; M" on Na' tai K' ja n on
vdhintdadn 2.

Tdllaisia vdriaineita sisdllytetddn asianmukaisiin
elementteihin pitoisuutena 0,1 - 0,4 g/m’, vaikka jotkut
védriaineet, joilla on edelld oleva rakenne, voivat olla
tehokkaita annetun pitoisuusalueen ulkopuolella. Pitoisuu-
den mé&drdd vériaineen mé#rd, jolla saadaan riittava DR
aallonpituusalueen 640 - 720 nm l&pi vaikuttamatta merkit-
tdvdsti suurentuneeseen DR:&&n aallonpituusalueen 320 -
360 nm l&pi. Erityisen kdyttokelpoisia variaineita, joilla
on edelld annettu rakenne, ovat sellaiset, joissa n on
enintddn 4. Kéyttokelpoinen variaine absorboi energiaa
aallonpituudella 680 nm ja on suhteellisen ldpindkyvd aal-
lonpituudella 340 nm. On edullista, ettd8 vériaineet ovat
vesiliukoisia p88llystdmisen mukavuuden vuoksi, vaikka

veteen liukenemattomia variaineita voidaan k&dyttdd. Eri-

tyisen kéyttokelpoisen vdriaineen rakenne on

(1)

(Na.)‘

Tamd vdriaine kuvastaa Kkayttokelpoisten rakenteen
I mukaisten vdriaineiden ainutlaatuisuutta siind suhtees-
sa, ettd silld on suhteellisen l&pindkyvd viiva aallonpi-
tuusalueella 310 - 480 nm ja merkittdvd absorptioviiva
aallonpituusalueella 550 - 750 nm.

Esilla olevan keksinndn kayttdtn antama kuiva moni-
kerroksinen koe-elementti k&sitt&dd yhden tai useampia rea-

genssivydhykkeitd tai -kerroksia ja rekisterdintivythyk-
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keit8 tai =~kerroksia. Kun té#&md&n j&lKkeen puhutaan kerrok-
sista, viitataan my®s vybhykkeisiin. Er8dssi esilla olevan
keksinndn sovellutusmuodossa elementti ké&sittdd puskuroi-
dun reagenssikerroksen (puskuroituja reagenssikerroksia)
ja puskuroidun rekisterdintikerroksen (puskuroituja rekis-
tertintikerroksia). Elementin kerrokset voivat olla it-
seddn tukevia, mutta ovat edullisesti kantajalla. Reagens-
sikerros on edullisesti ldpdisevd ja huokoinen. Ldpédise-
vyys, mukaan lukien ladpédisevyys, joka syntyy huokoisuudes-
ta, voidaan saavuttaa kdyttamdlld erilaisia kantajia, mat-
riiseja tai sitojia, kuten kuitumaisia materiaaleja tai
huokoisia, ei-kuitumaisia materiaaleja, joita on KkKuvattu
edelléd mainitussa US-patenttijulkaisussa 4 144 306. Edul-
linen keksinnén mukainen l&pdisevd@ sitoja on edelld kuvat-
tu luokka himmennettyj& polymeereja. Kayttdkelpoinen huo-
koisena kantajana on myds polymeerisitoja, jossa on siihen
dispergoituneena inerttia, partikkelimuodossa olevaa ma-
teriaalia, kuten mikrokiteistd selluloosaa. Pigmenttipar-
tikkeleita voidaan sisdllyttdd reagenssikerrokseen valoa
heijastamaan. Rekisterdintikerroksia on kuvattu edelléd
mainitussa US-patenttijulkaisussa 4 144 306. Rekisterdin-
tikerros on ldpdisevd, jotta se ottaa vastaa diffundoitu-
vaa materiaalia reagenssikerroksesta.

Edulliset esilléd olevan keksinnén mukaiset elemen-
tit sisdltédvat levidmiskerroksen, vdlikerroksen, reagens-
sikerroksen, rekisteréintikerrcoksen tai yhdistetyn rekis-
terdinti/reagenssikerroksen. Ndiden kerrosten koostumus ja
niiden sijainti elementiss& ovat alalla tunnettuja ja myds
esitetty US-patenttijulkaisussa 3 992 158 ja edelld viite-
julkaisuna mainitussa US-patenttijulkaisussa 4 144 306.
Levidmiskerrokset voivat esimerkiksi olla isotrooppisesti
huokoisia, jolloin ne saavuttavat tallaisen huoﬁoisuuden
kdytettdessad inerttejd partikkelimateriaaleja ja/tai him-
meitd polymeereja, ja ne voidaan sijoittaa reagenssiker-

roksen viereen, elementin uloimmaksi kerrokseksi (jos k&y-
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tetdan monikerroselementtiid). Mik&d& tahansa esilld olevan
keksinntn mukaisista kerroksista voi sisdlt88 my®ds tun-
nettuja lis&aineita, kuten puskureita, pinta-aktiivisia
aineita tai p&dllystyksen apuaineita, kuten edelld maini-
tussa US-patenttijulkaisussa 4 144 306 on kuvattu.

Keksinndn mukaiset monikerroselementit voidaan val-
mistaa erilaisilla alalla tunnetuilla laminointi- tai
pddllystysmenetelmilld, kuten p&ddllystém&lld k&sin, p&al-
lyst8mdlld terd, paddllystamsdlld helmi tai upotuspiddllystd-
mdlla. Namd8 elementit voivat olla itseddn tukevia tai ne
voivat olla kantajalla. Kayttdkelpoisia kantajamateriaale-
ja ovat lukuisat polymeerimateriaalit, kuten selluloosa-
asetaatti, poly(etyleenitereftalaatti), polykarbonaatit ja
polyvinyyliyhdisteet, kuten polystyreenit. Kantaja on s&-
teilyd siirt8vd. P&a&llystys- ja laminointimenetelmid ja
kantajamateriasaleja kuvataan lisdd edelld mainitussa US-
patenttijulkaisussa 4 144 306.

Padllystettiville reagenssikerroksille p&allystys-
liuos tai -~dispersio, joka sisdltdd sitojan, ja joka on
padllystetty t&ssd kuvatulla tavalla ja kuivattu ulottu-
vuuksiltaan pysyvdn vyohykkeen muodostamiseksi. Mink& ta-
hansa reagenssikerroksen paksuus ja sen l&pdisevyysaste
vaihtelevat laajasti ja riippuvat varsinaisesta kidytostéa.
Kuivapaksuus 10 - 100 mm on tarkoituksenmukainen, vaikka
paksuus, joka vaihtelee vield laajemmalla alueella, on
kdyttokelpoinen. Kuitumaisia reagenssikerrcksia voidaan
muodostaa kylldstdmalld kuitumainen matriisi hyvin tunnet-
tujen menetelmien mukaisesti.

Rekisterdintikerrokset ja muut kerrokset voidaan
valmistaa kdyttden menetelmid ja paksuuksia, joita kéytet-
tiin valmistettaessa padllystettdvid reagenssikerroksia,
mutta aineosilla, jotka sopivat t&han kerrokseen.

Esillad olevan keksinnon mukaisia elementtejd kéyte-
taan lisdamsdlld m88ritettava@n kehon nesteen néytettd ele-
mentille. Yleensd elementti muodostetaan siten, ettd neste
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pdédsee kosketukseen ensin yhden tai useamman levidmisker-
roksen tai -vyBhykken kanssa. Kun neste on lisitty, ele-
mentti voidaan saattaa mihin tahansa olosuhteisiin, kuten
kuumennus tai kostutus, jotka ovat haluttuja testituloksen
saannin nopeuttamiseksi tai muuten helpottamiseksi.

Kun on Kkulunut sopiva aika, joka sallii nédytteen
diffundoitumisen levismiskerroksesta reagenssikerrokseen
ja rekisterdintikerrokseen, todettavissa olevan aineen
madrd rekKisterdintivydhykkeessd médritetdan spektrofoto-
metrisesti reflektometrilla.

Esimerkki

Sen osoittamiseksi, ettd rakenteen I mukaisen vAri-
aineen gsisdllyttéminen analyyttiseen elementtiin on teho-
kasta reflektometristen mittausten suorittamiseksi aallon-
pituusalueella 320 - 360 nm, variaine sulfometyylisininen,
jolla on rakenne II, sisdllytettiin seuraavan, CO,:n mé#dri-

tykseen tarkoitetun elementin reagenssikerrokseen.
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Analyyttinen elementti CO,:lle

Kuiva mdar:d Alue
Pitoisuus {/n?)
(/m€)
Levidmiskerros Bariumsulfaatti 108,592 g 50 - 250 g
Selluloosa-asetaatti 8,629 g 2,0 - 10,0 g
Triton X~405 -pinta-
aktiivinen aine 2,159 g 0.5 - 5,0 g
Tris(hydroksimetyyli)~
aminometaani (THAM) 1,385 g 0,0 - 5,0 g
Tris-hydrokloridi
(Tris-HCl) 1,203 g 0.0 - 5,0 g
Estane~hartsi 1,082 g 1,0 « 5.0 g
Vilikerros N-vinyylipyrrolidoni 1,070 g 0.3 -5.0 ¢
(PVP)
Reagenssikerros Gelatiini 10.0 g 1.0 - 20.0 ¢
Alkanol XC -pinta-
aktiivinen aine 0.1 g 0.65 - 2,5 ¢
Zonyl FSN -pinta-
aktiivinen aine 0.02 g 0.01 - 2,5 g
MgS0, 0.50 ¢ 0,1 -5.04g
Trisiini 3,401 g 0.5 - 5,0g
Fosfoenolipyruvaatti 3,25 ¢ 2,5 - 10,0 ¢
Fosfeoenelipyruvaatti-
karboksylaasi 1 824 v 1 000 -
20 000 U
Rekisterginti- Gelatiini 7.14 g 1,0 - 20,0 g
kerros Alkanol XC -pinta-
aktiivinen aine 0,1 g 0,05 - 2.5 g
Zonyl FSN «pinta-
aktiivinen aine 0,020 g 0.0 - 2.5 ¢
Bis(vinyylisulfonyyli
metyyli)eetteri (BVSME) 0.173 g 0 - 2,5
Trisiini 3.401 g 0.9 -50g
NADH 3,0 ¢ 2.0 -5,0g
MDH 1076 U 1 000 -
30 000 U
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Vaikka vériaine sis&llytettiin reagenssikerrokseen,
se olisi voitu yht8 hyvin sisdllytt8d rekisterdintikerrok-
seen.

Koendytteiden CO,-arvot madritettiin edelld olevaa
CO,-elementtid k&@ytt&en EKTACHEM Clinical Chemistry Analy-
zer -analysaattorilla (saatavissa Eastman Kodak Company
-yhtidéstd, Rochester, New York). Myds elementti on saata-
vissa Eastman Kodak -yhtidstéd.

Heijastustiheyden (DR) mittaukset tehtiin k3yttden
edelld olevaa elementtid, jossa ei ollut vériainetta (Kku-
vio 1) ja ja elementtid, jossa oli vériainetta (kuvio 2).
Lukemat mitattiin koendytteille, jotka sis&lsivdt 0 mmol
CO,:a (A), 14,9 mmol CO,:a (B) ja 32,9 mmol CO,:a (C), ja
vedelle, joka ei sisdltényt CO,:a (D). Seka kuviossa 1 ettd
kuviossa 2 esitetdan reflektiotiheys ajan funktiona. Nai-
den kuvioiden vertailusta k8y ilmi, ettd vérin lisd&minen
elementtiin lis&& DR-arvoa aallonpituudella 340 nm kaikil-
la kayrilla (Aa), (B), (C) ja (D).

Kuvio 3 esittdd DR:838 pitoisuuden funktiona. Ku-
viossa 3 on kaksi kdyrai koendytteiden (A), (B), (C) ja
(D) DR:1lle mitattuna elementills, jossa on vériainetta (o)
ja jossa ei ole vdriainetta (W). Mittaukset tehtiin aal-
lonpituudella 340 nm. Kahden kdyran vertailu osoittaa,
ettd DR laskee arvosta noin 1,4 arvoon neoin 0,9, kun CO,-
pitoisuus kasvaa kéytettédessd elementtia, jossa el ole
vdriainetta. Ta&m& on DR:n muutos 0,5. Kidytettédessd ele-
menttejd, joissa on vadriainetta, DR vdhenee arvosta noin
1,7 arvoon noin 1,0 yksikkod, kun CO,-pitoisuus kasvaa.
Tama on DR:n muutos 0,7. Tamd edustaa 40 prosentin kasvua
dynaamisessa alueessa, milld saadaan lisdantynyt herkkyys
aallonpituudella 340 nm. ‘

Edelld olevat tulokset todistavat, ettd rakenteen I
mukaisen virin sisdllyttdaminen kuivaan analyyttiseen ele-
menttiin lisdd dynaamista heijastustiheysaluetta, jolla
analyyttien mittaukset voidaan tehdid aallonpituudella
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320 - 360 nm. VArin sis&llyttémisells valtetd&dn myos erot
reflektometristd reflektometriin ja samassa reflektomet-
riss8d aikaa mydten esiintyvat erot.

Vaikka esilld olevaa keksintdd& on kuvattu kayttden
analyyttistd elementtid, joka on suunniteltu hiilidioksi-
din mittaukseen aallonpituudella 340 nm, alan ammattimie-
het ymmértsavat, ettd mitd tahansa analyyttimittauksia aal-
lonpituusalueella 320 - 360 nm voidaan tehostaa esillé

olevaa keksintta kayttaen.
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Patenttivaatimukset:

1. Analyyttinen elementti analyytin m88rittimisek-
si kvantitatiivisesti mittaamalla reflektiotiheys aallon-
pituusalueella 320 - 360 nm, jolloin elementti k&sitt&4
reagenssikerroksen ja rekisterdintikerroksen, t unn e t-
t u siitd, ettd toinen ndistd kerroksista sis&lt#s vari-
ainetta, joka absorboi heikosti aallonpituusalueella 320 -
360 nm ja absorboi tehokkaasti aallonpituusalueella 640 -
720 nm.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen elementti,

tunnettu siitd, ettd vidriaineella on rakenne

(n

jossa R', R?, R®’, R', R°, R®, R’ ja R® ovat kukin itsen&dises-
ti vety, hydroksyyli, sulfometyyliamino, -NH(SO,;)” tai sul-
fonihappo -S0,”, jolloin v&hint#&&n kaksi ryhmistd R, R®,
R®, R', R®, R®, R’ ja R® ovat -S0O,; M’ on Na' tai K’ ja n on
vahintddn 2.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen elementti,
tunnet tu siitd, ettd8 n on enintdin 4.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen elementti,
tunnet tu siitd, ettd vdriaine on sulfometyylisini-

nen, jolla on rakenne

(11}

(Na'),
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5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen ele-
mentti, tunnettu siitd, ettd analyytti on hiili-
dioksidi, aspartaattiaminotransferaasi, alaniiniamino-
transferaasi tai laktaattidehydrogenaasi.

6. Patenttivaatimuksen 1, 3 tai 5 mukainen ele-
mentti, t unnetttu siitd, ettd variainetta on l&snad
elementissd pitoisuutena 0,1 - 0,4 g/m°.

7. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen elementti,
tunnettu siitd, ettd vdriaine on vesiliukoinen.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen ele-
mentti, tunnettu siitd, ettd analyytin pitoisuus

mitataan aallonpituusalueella 320 - 36Q nm.
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FIG. 1

EI SULFOMETYYLISINISTA

2.4
2.41-
{.83
{.54

-x . JA
{.26- T~ S

0.97-

0.40
0.00

100 200 300 400 5.00 6.00 7.00

AIXKA {(min)

FIG. 2

SULFOMETYYLISINISTA MUKANA

2.401
2411
{.83-
f.541

" o5 Yg .
0.97 |
0.691

0-.40
0.00

1.00 2.00 3,00 4.00 5.00 6.00 7.00

AIKA (min)



2/2

;g " O - VARIAINETTA MUKANA
: &= EI VARIAINETTA

0.9 i i 1 i I i
0 10 20 30

HCOE—PI‘I‘OISUUS (mmol/1)

FIG. 3



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - CLAIMS
	Page 13 - CLAIMS
	Page 14 - DRAWINGS
	Page 15 - DRAWINGS

