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Keksinnén

kohteena uusi fluoresenssi- jonka herdtejuovaspektri peittyy F,:n emis-

energiansiirtoon perustuva optinen biosen-

sori, joka koostuu seuraavista: a) kiintea

kantaja, b) a):lle valmistettu yksi- tai
useampikerroksinen Langmuir-Blodgett(LB)-
kerros,
F,,

ylimmdstd LB-kerroksesta,

c) ainakin yksi fluoresenssivéri
joka sissltyy v&hint8&n yhteen 4:std
a)
vuorovaikutukseen kykenevid molekyyli (re-
sidottu

ylimp#&n kerrokseen tai sovitettu sille,

spesifiseen

septori), joka on LB-kerroksen

ja e) 1liikkuva fluoresenssividriaine F,,

siojuovaspektrilld energiansiirtoon riit-

tavasti ja joka el) on kovalenttisesti
sidottu ligandiin, joka pystyy sitoutumaan
tai e2)

reseptoriin, on kovalenttisesti

joka pystyy
sitoutumaan ensimmiisen reseptorin ja li-

sidottu toiseen reseptoriin,
gandin muodostamaan kompleksiin, jolloin
ligandi tai vastaavasti ligandi ja toinen
reseptori eivat aluksi ole sidottuja LB-
kerrokseen.



Uppfinningen avser en ny optisk biosensor
pd basis av fluorescens—energiéverféring,
varvid den bestar av (a) en fast bédrare,
(b) ett pa (a) anbringat Langmuir-Blod-
gett(LB)-skikt i ett eller flera lager,
{(c) &tminstone ett fluorescensférgamne F,,
vilket anordnats i Atminstone ett av de 4
6versta lagren av LB-skiktet, (d) en f&r
specifik vaxelverkan kapabel molekyl (re-
ceptor), vilken bundits i eller anordnats
pd det bversta lagret av LB-skiktet, och
(e) ett mobilt fluorescensférgémne F,, vars
exciteringslag f&r en energidverfdring i
tillracklig grad Overlappar emissionslaget
hos F, och vilket (el) kovalent bundits vid
en ligand, vilken f£&rmar binda sig vig
receptorn, eller vilket (e2) kovalent bun-
dits vid en annan receptor, vilken f&rmar
binda sig vig komplexet av den forsta re-
ceptorn och liganden, varvid liganden
eller liganden och den andra receptorn
till en btrjan ej 8r bunden vid LB-skik-
tet.
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Fluoresenssienergiansiirtoon perustuva biosensori ja mene-
telmi analyyttimolekyylien havaitsemiseksi sen avulla

Esillada olevan keksinndn kohteena on rakenteeltaan
uudenlainen optinen biosensori kaytettdvaksi fluoresenssi-
vdrilla merkittyjen molekyylien havaitsemismenetelmdssa
sellaisten liuenneiden aineiden tai liuenneiden analyyt-
tien tunnistamiseen, jotka kayttdaytyvdt esimerkiksi siten
kuin antigeeni ja vasta-aine. Kyseessa on kiintofaasisen-
sori, jonka fluoresenssivariaine mahdollistaa energian-
siirtoprosessin toiselle, havaittavalle fluoresenssivaril-
1a merkitylle molekyylille.

On olemassa erilaisia menetelmid analyyttien, kuten
hormonien, entsyymien, muiden proteiinien, hiilihydraat-
tien, nukleiinihappojen, farmakologisten vaikuttavien
aineiden, toksiinien ym. osoittamiseksi nestemdisissa,
biologista alkuperdd olevissa naytteissda. Tunnetuista me-
netelmistd on erityisesti huomattava pienten orgaanisten
ainemddrien osoittamiseen ja mddrittdmiseen kdytetyt her-
kdt immunoanalyysimenetelmdt. Immunoanalyysimenetelmat
perustuvat yleisesti reseptorimolekyylin, esimerkiksi vas-
ta-aineen, kykyyn spesifisesti tunnistaa ligandimolekyylin
rakenne ja molekyyliorganisaatio ja tdysin spesifisesti
sitoa tama molekyyli riippumatta siitd, onko kysessa poo-
liton ja/tai polaarinen vuorovaikutus.

Immunoanalyysejd suoritetaan eri menetelmin. Tal-
laisia ovat erilaisia merkitsemistapoja kayttavat, luon-
teeltaan tavallisesti radioaktiivisuuteen, entsyymien si-
tomiseen ja myds fluoresenssiin perustuvat menetelmit
(Methods in Enzymology, 74 (1981), 28 - 60).

Joihinkin ndistad tunnetuista immunoanalyysimenetel-
mistd sisdltyy sellaisten fluoresenssivdariainemolekyylien
F, kaytto, jotka pystyvat absorboimaan valoa, jonka aallon-
pituus on A4,, ja emittoimaan toista suuremman aallonpituu-
den A, omaavaa valoa. Toisen fluoresenssivariainemolekyylin
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F, lasndollessa tietyissa olosuhteissa aallonpituuden A,
omaavalla valolla suoritetun herdtteen jadlkeen tapahtuu
sateilyvapaa energiansiirto F,:1le, joka silloin puolestaan
emittoi valoa, jonka aallonpituus A; on vield edellisia
suurempi.

Taman ergiansiirron periaatteen teorian on kuvannut
Forster (Annual Reviews in Biochemistry 47 (1978), 819 -
846), ja se on ollut herdtteend monenlaisille kayttoémah-
dollisuuksille. Taman energiansiirron eras tarkead ominai-
suus on sen riippumattomuus etdisyydestd. Forsterin mukaan
energiansiirron vaikutusta kuvaa kriittinen sade R,, nimit-
tdain se donorin ja akseptorin valinen etdisyys, jolla mo-
lekyylien valinen energiansiirto on todenndkéisesti sama
kuin donorin kaikkien muiden desaktivoimisprosessien sum-
ma. Tamd etaisyys on noin 50 - 100 A.

Aikaisemmin on jo kuvattu immunoanalyyseja, jotka
perustuvat etdisyydestd riippuvaisen energiansiirron hy-
vaksikayttoédén. Niinpa EP-patenttijulkaisussa 150 905 on
kuvattu homogeenisessa liuoksessa toimiva immunokoe, jossa
analyytti tai vastaavasti antigeeni on merkitty fluore-
senssivdriaineella F, ja sita spesifisesti sitova vasta-
aine varustettu fluoresenssivariaineella F,. Spesifisen si-
donnan osoittamiseen ja siten analyyttisend menetelmdna
kdytetdan sitada tosiasiaa, ettd sateilytettidessa valolla,
jonka aallonpituus on A;, aallonpituudeltaan A; oleva
emissio voidaan havaita vain silloin, kun analyytti ja
vasta-aine ovat riittavina konsentraatioina energiansiir-
rolle FOrsterin mukaan riittavdn lahelld toisiaan. Tama
toteutuu vain siinad tapauksessa, ettd analyytti ja vasta-
aine ovat muodostaneet spesifisen sidoksen.

Erddssa toisessa esimerkissd toinen merkityista
sidontaosapuolista viedaan kiintoainepinnalle ja vastaava
spesifisesti sitova osapuoli sidotaan homogeenisesta
liuoksesta. Jdlleen spesifisen sidonnan osoittaminen ta-
pahtuu, kuten edelld selvitettiin, vastaavalla energian-
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siirrolla evanescent-wave-teknologiaa soveltaen (Nature
320 (1986), 179 - 181).

Sekd t&dssd mainitulla energiansiirrolla homogeeni-
sessa liuoksessa ettd kuvatulla energiansiirtoa kayttaval-
la kiintofaasi-immunoanalyysilld on periaatteessa epdkoh-
tana se, ettd spesifisesti toistensa kanssa sidottavat
molekyylit on kulloinkin merkittava yhdellid valttamatto-
mista fluoresenssivdriaineista F, ja vastaavasti F, ja etti
suhde F;:F, voi olla korkeintaan 2:1 (Nature 320 (1986),
179 - 181).

On my6s jo kuvattu menetelmid, joiden avulla molem-
pien fluoresenssivdriaineiden F, ja F, suhteen rajoittamaa
fluoresenssispektroskooppisen menetelmin herkkyyttd voi-
daan parantaa. Niinpd EP-patenttijulkaisussa 174 744 ehdo-
tetaan useamman orgaanisen vdriainemolekyylin kovalenttis-
ta sitomista "valoa ker&ddvaan" proteiiniin, so. talldin
tapahtuu useamman orgaanisen variainemolekyylin energian-
siirto vain yhteen akseptorimolekyyliin, nimittdin EP-pa-
tenttijulkaisun 174 744 mukaan fykobiliproteiiniin (allo-
fykosyaniini). T&ta molekyylisysteemii ehdotetaan sitten
jdlleen kdytettdvdksi "markkerina” muille biologisille mo-
lekyyleille. Menetelmda rajoittaa variaine:proteiini-kyt-
kentadsuhde.

Esitettyjen systeemien haittana on edelleen se,
ettd niissd komplementaariset systeemit on kulloinkin spe-
sifisesti merkittava, jolloin niitd ei voida kaytt#i moni-
puolisesti. Edelleen naiden heterogeenisista faaseista
koottujen systeemien haittana on niissd kdytetty erityinen
evanescent-wave-tekniikka. Lisaksi spesifisesti sitovien
molekyylien kiinnittaminen kiintoainepinnalle kytkentikom-
ponentti/vasta-aine/antigeeni/vasta-aine-systeemin vili-
tykselld on preparatiivisesti sangen hankala. Taman kiin-
tofaasitekniikan periaatteellisena haittana immuno-
analyysien suorituksessa on edelleen piillysteiden toisin-
nettava valmistus immunoreaktion reaktanteista koematrii-
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sille. Analyyttisissd menetelmissd on kuitenkin sekd herk-
kyys ja selektiivisyys kohteena olevan aineen suhteen etti
my8s analyysimenetelman toisinnettavuus olennainen laadun
tunnusmerkki.

Esilla olevan keksinnén kohteena on uudella tavalla
koottu sensori kdytettavaksi fluoresenssivariaineella mer-
kittyjen molekyylien havaitsemismenetelmissi naiden liuen-
neiden aineiden tai analyyttien toteamiseksi energiansiir-
ron avulla yksinkertaisella fluoresenssitekniikalla, jol-
loin toteamisherkkyys on aikaisempaa parempi, kayttomah-
dollisuudet erilaisiin tarkoituksiin ovat monipuoliset ja
jolloin on mahdollista valmistaa toisinnettavasti kiinto-
ainepintoihin sidottuja kerroksia. Selvidsti parantuneen
herkkyyden ohella valtetaan samalla kaikki edelli esitetyt
epakohdat.

Keksinnodn kohteena on fluoresenssi-energiansiirtoon
perustuva optinen biosensori, joka koostuu seuraavista:

a) kiinted kantaja,

b) kantajalle a) valmistettu yksi- tai useampiker-
roksinen Langmuir-Blodgett (LB)-kalvo,

c) ainakin yksi fluoresenssivdri F,, joka sisidltyy
vahintddn yhteen LB-kalvon neljdstda ylimmastd kerroksesta,

d) ligandimolekyylin kanssa spesifiseen vuorovaiku-
tukseen kykeneva reseptorimolekyyli, joka on sidottu LB-
kalvon ylimpdan kerrokseen tai sovitettu sille, ja

e) liikkuva fluoresenssivariaine F,, jonka herate-
juovaspektri peittyy F,:n emissiojuovaspektrilld energian-
siirtoon riittavasti ja joka

el) on kovalenttisesti sidottu ligandiin, joka pys-
tyy sitoutumaan reseptorimolekyyliin, tai

e2) on kovalenttisesti sidottu toiseen reseptorimo-
lekyyliin, joka pystyy sitoutumaan ensimmdisen reseptori-
molekyylin ja ligandin muodostamaan kompleksiin,

jolloin ligandi tai vastaavasti ligandi ja toinen
reseptorimolekyyli eivat aluksi ole sidottuja LB-kerrok-

seen.
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Keksinndén kohteena on myds edella kuvatun biosen-
sorin kdyttdédn perustuva menetelma analyyttimolekyylien
havaitsemiseksi naytteestd, Jjolle menetelmdlle on tun-
nusomaista, ettd kdytetddn sensoria, joka koostuu

a) kiintedsta kantajasta,

b) yksi- tai useampikerroksisesta Langmuir-Blod-
gett (LB)-kalvosta, joka on kiinnitetty kantajan a) pin-
taan,

c) ainakin yhdesta fluoresenssivarista F,, joka si-
sdltyy LB-kalvon ylimp&dan kerrokseen tai useampikerroksi-
sen LB-kalvon ollessa kysymyksessa vahintdaan yhteen LB-
kalvon neljdstad ylimmasta kerroksesta,

d) ensimmdisestd reseptorimolekyylistad, joka kyke-
nee spesifisesti sitoutumaan analyyttimolekyylin kanssa ja
joka on sidottu kovalenttisesti tai adsorboimalla LB-kal-
von ylimpdan kerrokseen tai ylimmdlle kerrokselle, ja

e) altistetaan sensori ndytteelle ja liikkuvalle
fluoresenssivdriaineelle F,, jonka herdtejuovaspektri peit-
tyy F;:n emissiojuovaspektrilla energiansiirtoon riittavas-
ti ja joka

el) on kovalenttisesti sidottu toiseen reseptorimo-
lekyyliin, joka analyyttimolekyylien kanssa kilpailevasti
sitoutuu ensimmdiseen reseptorimolekyyliin d) tai joka

e2) on kovalenttisesti sidottu kolmanteen resepto-
rimolekyyliin, joka pystyy sitoutumaan ensimmiisen resep-
torimolekyylin d) ja analyyttimolekyylin muodostamaan kom-
pleksiin,

jolloin toinen molekyyli tai analyyttimolekyylin ja
kolmannen respetorimolekyylin kompleksi eivat aluksi ole
sidottuja LB-kalvoon,
ja havaitaan fluoresenssienergiasiirron tason muutos, joka
saadaan vasteena altistusvaiheessa e).

Kantajina tulevat kysymykseen kaikki alan ammatti-
miehen tuntemat LB-tekniikkaan sopivat kantajat, kuten la-
si, kvartsilasi,vmuut lasit, kuten Li-niobaatti, sinkki-
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selenidi, posliini, puolijohdemateriaalit, kuten germa-
nium, GaAs tai pii, sekd metallit.

Edelleen sopivia ovat muovit, kuten polymetyylime-
takrylaatti, polykarbonaatti, polystyreeni ym. sekd metal-
loidut muovit. Kiinteiden kantaja-aineiden pinta voidaan
ennen padllystystd myds modifioida, esimerkiksi lasi tai
pii esikasittelemdlla trikloorimetyylisilaanilla, dikloo-
ridimetyylisilaanilla, trikloorioktadekyylisilaanilla,
heksametyylidisilatsaanilla tai plasmasydvyttamalla tai
plasmapolymeroimalla. Edullisesti kantajana kdytetdan mah-
dollisesti pintamodifioitua lasia, kvartsilasia, piit4,
muovia tai metalloitua muovia. Lisaksi kantajat ovat edul-
lisesti optisesti lapindkyvia. Kaikille kantaja-aineille
on lisdksi tunnusomaista, etta niiden pinta on tasalaatui-
nen, edullisesti tasainen.

Tallaisille kantajille muodostetaan LB-tekniikalla
vksi tai useampi yksimolekyylikerros. LB-tekniikalla tar-
koitetaan seuraavassa menetelmdd yksimolekyylisten kerros-
ten siirtamiseksi nesteen (veden) pinnalta kiintedlle kan-
tajalle Langmuir-Blodgett-menetelmalla. Tam&n suorittami-
seksi olennaisesti siledpintainen kiintea kantaja kaste-
taan sindnsa tunnetulla tavalla nesteen pinnalla olevan
tiivisti yhteenpuristuneen yksimolekyylikerroksen ldvitse,
jolloin tama kerros siirtyy kantajalle.

Viemdlla kantaja nesteeseen ja poistamalla se nes-
teestd useita kertoja voidaan ndin valmistaa useampiker-
roksisia systeemeja. Nesteen pinnalla oleva kerros voidaan
jokaisen kastamisen jalkeen vaihtaa, joten kantajalle voi-
daan nain valmistaa erilaisia kerrosjaksoja.

Kantaja voidaan vieda nesteeseen ja poistaa siita
nestepinnan suhteen pystysuorassa tai vinossa asennossa.
Lisaksi Langmuir-Schafer-tekniikan mukaisesti kantaja voi-
daan saattaa kosketuksiin nestepinnan kanssa myds yhdessa
kohdassa tai reunaltaan ja sitten laskea nesteen pinnalle.
Lopuksi on my6s mahdollista laskea kantaja nesteen pinnan
kanssa samansuuntaisesti ("horizontal dipping").
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Siirto suoritetaan lampotilassa 5 - 40 °C, edulli-
sesti huoneenldmptdtilassa. Nama jarjestyt LB-kalvot voivat
koostua pienimolekyylisista ja/tai polymeerisista amfifii-
leista, edullisesti polymeerisista amfifiileista, ja ne
voivat sisdltda kovalenttisesti sidottuja fluoresenssikro-
moforeja/variaineita ja/tai amfifiilisia fluoresenssikro-
moforeja/variaineita, joista seuraavassa kaytetdan merkin-
taa F,.

Edelleen namd LB-kalvot sisdaltaviat tai niihin on
kovalenttisesti sitoutunut reseptoreiksi funktionaalisia
molekyylejd, esimerkiksi glykolipideji, poly- ja oligonuk-
leotideja, proteiineja tai niiden fragmentteja, hapteeneja
ym. Ndihin reseptorimolekyyleihin voi sitten tapahtua sel-
laisen niille komplementaarisen molekyylin eli ligandin,
kuten lektiinin, antigeenin, vasta-aineen jne. spesifinen
sitoutuminen, joka ligandi on virjidtty toisella fluo-
resenssivdriaineella F,, joka sopii energiansiirtoon
F,:een. Siind tapauksessa, etta reseptorimolekyyli ja li-
gandi sitoutuvat keskendian, F,:n ja F,:n vdlilla tulee olla
ns. Forster-etdisyys, jollainen on tarpeen edella kuvatus-
sa energiansiirrossa. Tadma edellytys toteutetaan kaytta-
malla LB-tekniikkaa, jonka avulla voidaan toteuttaa paa-
maaranad oleva molekyyliarkkitehtuuri, erityisesti tassa
kiinnostavalla dimensioalueella noin 10 - 100 A. Jos edel-
la kuvattua systeemid nyt sidteilytetdidn heratevalolla,
jonka aallonpituus on A,, niin voidaan havaita fluoresens-
sivariaineen F, emittoima valo, jonka aallonpituus on A,,
mikd osoittaa, ettd F,:1lla merkitty molekyyli on sitoutunut
F,:11a varustetun sensorin pintaan. Aallonpituuden A, omaa-
valla wvalolla heridttaminen voi tapahtua siten, ettida LB-
kalvossa oleva F, heratetaan transmissiolla optisesti l&-
pindkyvdn kantajan lavitse tai evanescent-wave-tekniikal-
la, kun optisesti l&pindkyva kantaja toimii valonjohtime-
na, tai sdteilyttamalla paaltdpiin.
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Kahden toisilleen komplementaarisen molekyylin va-
linen spesifinen vuorovaikutus on alalla tunnettu edella
mainitun laatuisten biologisesti, biokemiallisesti ja eri-
tyisesti laaketieteellisesti (fysiologisesti) merkittdvien
molekyylien yhteydessa. Tdllaiset vuorovaikutukset perus-
tuvat viimekddessa ionisidoksiin, vetysiltojen muodostumi-
seen ja van der Waalsin voimiin, jotka kuitenkin edelld
mainittujen molekyylien tapauksessa vaikuttavat vain eri-
tyisissa kolmiulotteisissa (steerisissd) olosuhteissa
(avain-lukko-teoria). Keksinnén mukaista optista biosenso-
ria voidaan tietenkin kayttda myds sellaisten spesifisten
vuorovaikutusten toteamiseen, joissa ei ole nditd erityi-
sia kolmiulotteisia olosuhteita; tdllainen kdyttd on tar-
kea varsinkin keksinndén mukaisen optisen biosensorin toi-
mintakykyd, mittaustarkkuutta ja muita ominaisuuksia tes-
tattaessa.

Ndin kuvattu sensorirakenne ei talléin ainoastaan
pysty osoittamaan liuoksessa olevaa analyyttia, joka on
merkitty fluoresenssivdriaineella F,, vaan sensorirakennet-
ta voidaan my6s kdayttaa kilpailevalla toimintatavalla
osoittamaan analyyttid, jota ei ole merkitty fluoresenssi-
variaineella. T4lldin sensoria valmistettaessa LB-kalvossa
olevien funktionaalisten molekyylien spesifisesti sitovat
kohdat kyllastetadn fluoresenssimerkityilld, komplementaa-
risesti sitoutuvilla molekyyleillda. Kun heratys talldin
suoritetaan valolla, jonka aallonpituus on A,, havaitaan
maksimaalinen fluoresenssiemissio, jonka aallonpituus on
A, ja jonka voidaan tietyn ajan kuluessa havaita heikkene-
van, kun sensorin ollessa kosketuksissa tutkittavan liuok-
sen kanssa fluoresenssimerkitsemdattomdat komplementaarises-
ti sitovat molekyylit tasapainoreaktiossa syrjadyttavdt sa-
maa tyyppia olevat F,:1la fluoresenssimerkityt, komplemen-
taarisesti sitoutuvat molekyylit.

LB-kalvojen valmistamiseen kdytetddan amfifiilisia
molekyyleja, so. molekyylejd, joissa on hydrofiilinen paa
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("paa") ja hydrofobinen paa ("hanta"). Tdllaiset amfifii-
liset molekyylit voivat olla pienimolekyylisia yhdisteitsd,
joiden molekyylipaino on jopa noin 2 000 g/mol. Toisessa
vaihtoehdossa namd pienimolekyyliset amfifiilit wvoivat
sisdltda polymeroitumiskykyisia tai polykondensaatioon tai
polyadditioon pystyvia funktionaalisia ryhmid, 3jolloin
namd amfifiilit voivat LB-kalvossa tapahtuvassa jalki-
reaktiossa liittya yhteen suurimolekyylisiksi yhdisteiksi
sen jalkeen, kun LB-kalvo on muodostettu pienimolekyyli-
sistd amfifiileista. Tama jdlkireaktio suurimolekyylisiksi
yhdisteiksi on edullinen, koska polymeerisista amfifii-
leista koostuvilla LB-kalvot ovat paremmin lamp6da ja me-
kaanista kulutusta kestavia.

Erityisen edullisesti LB-kalvoja voidaan valmistaa
amfifiilisista polymeereista siten, ettd amfifiiliset yk-
sikot liitetddan yhteen ennen kuin nama tunnetulla tavalla
levitetaan yksimolekyylikerroksiksi nesteen pinnalle.
Kayttamalla tdllaisia esipolymeroituja amfifiilisia poly-
meereja valtetdan LB-kalvossa jalkikateen tapahtuvan poly-
meroitumisen aiheuttama jo valmistetun jadrjestystilan mah-
dollinen vaurio.

Keksinnoén mukaiseen optiseen biosensoriin sopivista
polymeerisista amfifiileista esimerkkeja ovat a-olefiini-
maleiinihappoanhydridi-kopolymeerit (British Polymer Jour-
nal 17 (1985), alkaen s. 368; J. Macromol. Sci. Phys. B 23
(1985), 549 - 573), polyoktadekyylimetakrylaatti, polyvi-
nyylistearaatti (J. Coll. Interface Sci. 86 (1982), 485),
polyvinyylifosfolipidit (Angew. Chem. 100 (1988), 117 -
162), selluloosatristearaatti, amfifiiliset polyamidit
(DE-hakemusjulkaisu 3 830 325) ja akryyliamidikopolymee-
rit. Stabiilien LB-kerrosten valmistukseen sopivat edulli-
sesti DE-hakemusjulkaisun 3 827 438 mukaiset polyuretaanit
ja DE-hakemusjulkaisun 3 830 862 mukaiset polyesterit.
Polymeerisista amfifiileista voidaan edelleen aivan eri-
tyisesti mainita seuraavaa tyyppid olevat tilastolliset
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poly(alkyylimetakrylaatti)-kopolymeerit, joiden koostumus
voi vaihdella laajoissa rajoissa:

r! R% R3

| | |
"CHZ'T"x““CHz’C"y"“'CHz'C"z‘“ (1),

?o To TO

0 ? Rr®

|

r4 RS

jossa

R!, R? ja R?® tarkoittavat toisistaan riippumatta
vetya tai metyylia,

R* on suoraketjuinen C,,,,-alkyyli,

R° on vety-, natrium- tai kaliumioni tai jokin ryh-
mista

-CHp-CHZ0H, -CH,-CH,-NH-tert,-

butyyli, ~CHz-CHz-N(CHz),, -CHZ-?H-CHZOH,

OH

‘Cﬂz‘C569“3 tai -CHZ-TH——?HZ
O\/O
c
<\

HaC CH3
R® on jdljempana esitetty alan ammattilaiselle tun-
nettu fluoresenssikromofori, ja
X:n arvo on 0,2 - 1,
y:n arvo on 0 - 0,8 ja
z:n arvo 0 - 0,2, jolloin summa x + y + z = 1.
Edullisesti X ja y ovat suunnilleen samat.
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Esimerkkejda kaavan (I) mukaisista polymeereista
ovat seuraavat:
CHy CH, $H3

I

-(—cnz-T-)o'ds—(cnz-f-)0,45—(-CH2-T-)D'l-

co co co 0
| ! | 4 0
o o b
I I Q N(CoHg )z
C1gHa7 CHp
TH——O\ CHgy (11a)
c

” N\

fHa ?Ha CHy

*(-CHZ-T-)0'45—(CH2-?~)0’45~(-CH2-T-)0'1-

co co co 0
} I I
0 ) NH
| | N(CoHg) 2
C16¥a3 T“z

CH™NL

| o (11b)

CHy”

Tassd esimerkkeind mainituissa yksi- ja monikerrok-
sisiin LB-kalvoihin kdytetyissi aineissa on fluoresenssi-
kromofori liittynyt kovalenttisesti amfifiiliseen polymee-
riin. Vaikka tam&n jarjestelyn ansiosta saadaankin F,:n
sisdltédville LB-kerroksille mahdollisimman hyvd stabii-
lisuus, niin on kuitenkin myts mahdollista muodostaa F,-pi-
toisia LB-kalvon kerroksia levittami#lla samanaikaisesti
amfifiilistd polymeeria ja amfifiilista variainetta veden
pinnalle ennen pddllystystapahtumaa. Esimerkkeja tallai-
sista amfifijlisista fluoresenssiviriaineista, joita voi-
daan kdayttaa yhdessa sellaisten polymeerien kanssa, jotka
eivat sisdlla kromoforeja, ovat seuraavia tyyppeja olevat

syaniinivariaineet:

C-CH=C (I1la)
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c-ca-cu:cu-c/':Q (I1Ib),
N~ XN
I |

joissa

X ja Y tarkoittavat toisistaan riippumatta happea,
rikkia tai seleenia tai ryhmaa C(CH;),,

R’ on vety tai metyyli ja

R® ja R’ ovat toisistaan riippumatta suoraketjuisia
Cy.;p,—alkyyleja.

Muita esimerkkeja alalla hyvin tunnetuista keksin-
nén mukaiseen kayttéén soveltuvista fluoresenssivari-
aineista ovat seuraavia tyyppeja olevat variaineet:

illl 'CO'C17H35
o0
(HsCz)zN U

CO'O'CIBH37

CH3’C0-. ill"l!il (IVb)
illn".i 'CO‘N(C18H37)2
CH3‘CO“. O (IVC)

il.l CO'N(C18H37)2
‘ (Ivd)
U

19

Y
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s
|

==—===N
0L o
H35017'C0'0'CH2-CH2-T U O

CzHg

_C1
N—C

~C-CN
(IVF)
H35C17'CO'O'CH2'CH2'T U O

C2Hg

S

CN
C==<=N
(Ivg)
0

H35C17'C0'0'CH2'CH2'T
C2Hs

N Cl
1]
C~S 1
illﬂ'lii (1Vh)
H35CI7'CO'O'CH2“CH2’T O O

C2Hg

98570
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(1V3)

(IVk)

C104-

Tama luettelo on esitetty vain esimerkkinid. Lisia
amfifiilisia fluoresenssivdriaineita on kuvattu monogra-
fiassa Physical Methods of Chemistry, vol. 1, osa 3B, al-
kaen s. 577; John Wiley, New York 1972. Kun tdllaisia am-
fifiilisia fluoresenssivariaineita sisdllytetdaan LB-ker-
roksiin, on huolehdittava siitd, ettd viariaine leviiai ta-
saisesti koko kerrokseen. Siten on valtettava yksittaisten
kerrosten siirtamista lampotilasta riippuen (tyypillisesti
5 - 40 °C, edullisesti noin 20 °C) puristusolosuhteissa,
joissa kalvot kulkevat alueen lavitse, jossa on saman-
aikaisesti kiintedanaloginen ja nesteanaloginen faasi.
Tama on tdrkedta, koska amfifiilisen fluoresenssivari-
aineen liukoisuus ei molempiin faaseihin tavallisesti ole
sama ja siten muodostuu epahomogeenisia, sensorikayttésn
vahemmdn sopivia kerroksia. Tamad ilmi6é tunnetaan pienimo-
lekyylisistd aineista valmistetuissa LB-kerroksissa (An-
gew. Chem. 100 (1988), 750); ja tamdn ilmién on havaittu
esiintyvdn myds polymeroiduilla fosfolipideilld (Polymer
Sci. 267 (1989), 97 - 197).
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Keksinndén mukaisten optisten biosensorien valmis-
tuksessa havaittiin yll&attden, ettd kaavan (II) mukaisista
polymeereista valmistetut LB-kerrokset puristettuina LB-
kerroksen hajoamiseen asti (>45 mN/m), eivit ole taipuvai-
sia muodostamaan faasien erottumisalueita. Tami patee kaa-
van (II) mukaisten polymeerien ohella myds seokseen, joka
sisaltaa kaavan (V) tyyppista polymeeria ja viariainetta,
esimerkiksi kaavan (IVa) mukaista viriainetta, jolloin
kaavan (V) mukaista polymeerityyppid voidaan pitia "mat-
riisina", joka pystyy pitamiin itsessdian 0,1 - 25 mooli-%
amfifiilista variainetta, jolloin mooliprosentin laskemi-
sessa on otettu huomioon polymeerin toistuvat yksikét:

i i
-(CHZ-CI:- Y- (CHZ-CIT- )y

co co
| l v,
0 0
| |
CigH37 ?Hz

<':H—o\

C(CH=)
CHy-0" 32

jossa

m:n arvo on 0,25 - 1 ja

n:n arvo on 1 - m.

Edullisesti m on 0,4 - 0,6.

Ndin valmistetut LB-kerrokset ovat sekd veden paal-
la olevana faasina ettd siirrettyina kiintealle kantajalle
valomikroskooppisesti homogeenisia kerroksia ilman virhei-
td ja sopivat erityisen hyvin keksinnoén mukaisiin biosen-
soreihin.

Kuitenkin myds systeemeilld, joissa on erottuneet
faasialueet, voidaan saavuttaa keksinnén mukaisen optisen
biosensorin suuri herkkyys, kun donorina LB-kerroksissa
kdytetaan fluoreSenssivériaineita F,, Jjotka erityisten
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ominaisuuksiensa ansiosta muodostavat aggregaatteja, joil-
la on fluoresenssispektroskooppisia ominaisuuksia, Jjotka
eroavat huomattavasti monomeerisen variaineen ominaisuuk-
sista ja joille ovat yleensd ominaisia vastaavasti tera-
vammat ja voimakkaammat absorptiojuovat ja vastaavasti
teravammit ja voimakkaammat fluoresenssi-emissiojuovat.
Tallaiset aggregaatit ovat alalla tunnettuja J-aggregaat-
teina tai levyaggregaatteina (Physical Methods of
Chemistry, vol. 1, os 3B, s. 579, John Wiley, New York
1972). Erityisten ominaisuuksiensa ansiosta té&dllaisilla
J-aggregaateilla voidaan saada toisaalta erittain korkea
variaineen tiheys LB-kalvoissa ja toisaalta aallonpituu-
deltaan A,:n valon vahvan absorption ansiosta suuri ener-
giatiheys, joka Forsterin teorian mukaan voidaan siirtaa
vastaaville molekyyleille F,. Emissiojuovien vahdisen puo-
liarvoleveys merkitsee sekd mittasignaalin vahvistumista
ettid hairintidsdteily vahentymista, koska emissioiden F; ja
F, padllekkdisyys on pienempi.

Fluoresenssivariaineita, jotka pystyvat muodosta-
maan J-aggregaatteja LB-kalvoissa, on kuvattu edelld mai-
nitussa kirjallisuudessa. Esimerkkeind mainittakoon syaa-
niviariaineet ja merosyaniinit.

Funktionaalisten molekyylien 1liittdminen fluore-
senssiviariainetta sisidltidvaan LB-kalvoon, voidaan suorit-
taa erilaisin menetelmin:

- Funktionaalinen molekyyli voi olla kovalenttisesti,
mahdollisesti spacer-molekyylien avulla, liittynyt LB-kal-
voon, jolloin se voi olla liittynyt jo alussa levitet-
tiessi kerros veden pinnalle tai se voidaan liitt&dd jalki-
kateen kytkentdreaktiolla LB-kerrokseen joko subfaasiin
tai sitten, kun LB-kerros on viety kiintedlle kantajalle.
- Funktionaalinen molekyyli voidaan amfifiilina le-
vittad samanaikaisesti ja siten fysikaalisesti "ankkurin"

avulla sitoa LB-kerrokseen.
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Molemmat liittamistavat ovat kirjallisuudesta tun-
nettuja menetelmid. Biologisesti funktionaalisten ryhmien
liittaminen kiintealld kantajalla oleviin LB-kerroksiin
voi tapahtua analogisesti biokemiasta tunnettujen immobi-
lisoimismenetelmien kanssa (Methods in Enzymology, vol.
135 ja vol. 136 (1987)). DE-hakemusjulkaisussa 3 546 150
on mainittu laaja valikoima pitkid alkyyliketjuja sisal-
tdavia molekyyleja membraaniankkuri-tehoainekonjugaatteina,
ja niita voidaan sisallyttda LB-kalvoon yhteislevityksella
subfaasille. Esimerkkeind tdllaisista amfifiilisista funk-
tionaalisista molekyyleista voidaan mainita glykolipidit,
esimerkiksi keramidi. Muita esimerkkeja ovat vasta-ai-
ne/antigeenisysteemit sekd komplementaariset nukleoti-
disekvenssit. Tdllaisia esimerkkeja tunnetaan alalla run-
saasti (Angew. Chem. 100 (1988), 117 - 162).

Ratkaisevaa sensorisysteemin herkkyyden parantami-
sen kannalta on mahdollisimman korkea suhde F,:F, "FOrster-
sdteen" sisdpuolella ja siten vastaavasti vahvistunut
F,:11a merkityn molekyylin fluoresenssisignaali, kun sitou-
tuminen F,:118 varustettuun pintaan on tapahtunut. Siten on
edullista vieda mahdollisimman paljon F,-kromoforeja ylem-
piin LB-kalvon kerroksiin, varsinkin neljdan ylimpaan ker-
rokseen. Erityisen edullisesti variaine F, sisdltyy ainakin
toiseen kahdesta ylimmasta kerroksesta.

Vaikka fluoresenssispektroskopiassa tavallisesti
kdytetddan fluoresenssivdriaineen alle 1 %:n konsentraa-
tioita, jotta valtettdisiin yksittdisten vdriainemolekyy-
lien vuorovaikutus ja sen aiheuttamat muutokset fluore-
senssikdyttdytymisessd, niin keksinnén mukaisessa optises-
sa biosensorissa on kuitenkin edullista kadyttaad fluore-
senssivariainetta F, suurena konsentraationa LB-kerroksis-
sa. Varsinkin polymeeristen amfifiilisten fluoresenssiva-
riaineiden taipumus itsesammumiseen ja eksimeerien muodos-
tukseen on pienempi, kun vdriainekonsentraatio on 0,1 - 25
mooli-%. Sama konsentraatiocoalue on myds osoittautunut
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edulliseksi tapauksessa, Jjossa eristettyjen kromoforien
tulee olla tasaisesti jakautuneina LB-kerroksessa. Varsin-
kin levy-aggregaattien tapauksessa kromoforien assosioitu-
minen on sen sijaan toivottua. Assosioituminen tapahtuu
edullisesti variainekonsentraatioissa yli 25 mooli-%, aina
100 mooli-%:iin asti (ilman polymeerimatriisia).

Keksinnén mukaisella optisella biosensorilla on
edelleen etuna, ettid kiinteidn faasin kerroksiin viedyista
funktionaalisista molekyyleista riippumatta energiansiir-
ron periaatteen vaatima variaine F, valittuna vapaasti laa-
joilta spektrialueilta voidaan viedd LB-kerroksiin. Tama
tarkoittaa toisaalta, ettei funktionaalisen molekyylin
tarvitse olla spesifisesti merkitty F,:11a ja toisaalta
ettd F,:n spektrialue voidaan valita siten, etta se on op-
timaalinen energiansiirrolle merkitsemiseen kaytetylle va-
riaineelle F,. Esimerkkejd pareista ovat:

F, F,
a) Polymeeri (IIa) TRITC
b) Syaniini (IIIb), jossa TRITC tai FITC

X =Y=0, R =H,

R® = R’ = CyHjy

c) Syaniini (IIIa), jossa FITC tai TRITC
X = 8Se, Y = §,

R’ = CH,, R® = R® = CgHj,

TRITC = tetrametyylirodamiini-isotiosyanaatti
FITC = fluoreseiini-isotiosyanaatti.

Keksinndn mukaisessa optisessa biosensorissa saa-
daan fluoresenssispektroskooppisen analyysin herkkyys pa-
ranemaan, kuten edellid kuvattiin, viem&lla LB-kerrokseen
viriainetta F, mahdollisimman suurena konsentraationa, jol-
loin useampia molekyyleja F, joutuu energiansiirron kannal-
ta alustalle sidotulle molekyylille F, valttamattdman
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"Forster-sateen” alueelle. Tama rakenne, jossa LB-kerros-
systeemissid on mahdollisimman suuri variaineen F, tiheys
reseptorimolekyylin vieressa, tekee mahdolliseksi té&han
asti tunnetuista energiansiirtoon perustuvista mddritys-
menetelmistd poiketen kayttda paljon edullisemmin hy&ddyksi
tdtid mittaustapaa ja saavuttaa siten selvasti suurempi
herkkyys, koska reseptorimolekyylid kohti voi olla lasna
paljon suurempi lukumddrd variainemolekyyleja kuin resep-
torimolekyylin suorassa fluoresenssimerkitsemisessa.

Kaikkien F,:n Forster-sdteen alueella olevien vari-
ainemolekyylien F, hyvdaksikaytdsta seuraa, ettd ratkaisevaa
merkitysta ei ole ainoastaan F,:n lateraalisella jakautumi-
sella ylimmissa LB-kerroksissa, vaan myds F,:n konsentraa-
tiolla niiden alapuolella olevissa kerroksissa. Tasta
syysta kerrosten mittauspaksuus rajoittuu periaatteessa
noin 100 A:n vaikuttavaan kerrospaksuuteen, silld t&man
alapuolella olevat molekyylit F, eivadt heratevalon vaiku-
tuksesta enda voi siirtda energiaansa riittdvdssid mdadrin
tdlloin liian etddlla olevaan vdriaineeseen F,, ja niiden
oma fluoresenssi (aallonpituus A,) hairitsisi huomattavasti
havaittavaa signaalia, nimittdin energiansiirron ai-
heuttamaa viriaineen F, valoemissiota (aallonpituus ;) ja
alentaisi tarpeettomasti maaritysherkkyytta.

Tasta syysta F,:ta sisaltdavien ohuiden kerrosten
(100 A tai vahemman) valmistukseen sopii pelkdstdin LB-
kerrosteknologia ja kemisorptio. Ohutkerrosteknologiassa
laajalti kaytetty spin-coating-menetelma aiheuttaa nimit-
tain erittain ohuita kerrospaksuuksia (200 - 500 A) val-
mistettaessa ongelmia. Verrattuna ohuiden kerrosten muo-
dostamiseen kemisorption avulla LB-tekniikan etuna on se,
etta kerrosten koostumus voidaan mddrata erittdain tarkas-
ti, millad on ratkaiseva merkitys sensorien toisinnettavien
pintojen valmistuksen kannalta.

Donorivariaine F, ja jo mainitut biomolekyylin si-
tomiseen tarkoitetut aktiiviset kohdat voivat talldin olla
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toistensa p&aalla olevissa LB-kalvon eri kerroksissa. Sen-
soriperiaatteen kannalta vaikuttavien LB-kalvon kerrosten
kokonaisluku on alueella 1 - 10.

Keksinndn mukaiseen optiseen biosensoriin kuuluu
lisdksi liikkuvia, fluoresoivia molekyylejd, jotka sisdl-
tavat variainekomponentin F, ja jotka sitoutuvat reversii-
belisti reseptorimolekyyleihin, jotka on ankkuroitu kiin-
tedasti LB-kerrokseen. Ainoastaan yksinkertaisimmassa ta-
pauksessa, nimittain itsessddn fluoresoivan ja siten F,:na
vaikuttavan analyytin mdarityksessd, tdmd komponentti ei
ole tarpeen, koska F, ja ligandi ovat identtiset ja muodos-
tavat analyytin. Toisaalta LB-kerroksella olevien resepto-
rimolekyylien sidontakohdat voivat olla kyllastettyjad ana-
lyyttimolekyylin fluoresenssimerkityilld johdannaisilla
tai analogeilla, jotka sitten kosketuksissa ndyteliuoksen
kanssa voivat syrjaytya analyytin kilpailevan vaikutuksen
johdosta. Toisaalta mahdollinen on kuitenkin myds sand-
wich-immunoanalyysi, jossa toista laatua olevat resepto-
rimolekyylit, esimerkiksi vasta-aineet, jotka eivat ole
osallisina ensimmidisen reseptorimolekyylin sidonnassa, si-
toutuvat joko ensimmiaisen reseptorimolekyylin ja analyytin
muodostamaan kompleksiin tai analyytin molekyylialueeseen.
Niamid kiintofaasi-immunoanalyysit kuuluvat periaatteessa
tunnettuun tekniikan tasoon ja ne on esitetty esimerkiksi
monografiassa: P. Tijssen, Practice and Theory of Enzyme
Immunoassays (R.H. Burdon, Ph.H. van Knippenberg, julkai-
sija) Elsevier, Amsterdam 1985.

Esimerkki 1

Amfifiilisen fluoresenssivdriaineen valmistus

7-dietyyliamino-3- (p-aminofenyyli)kumariinin (1,53
g, 5 mmol) ja trietyyliamiinin (0,61 g, 5 mmol) jaa-
hauteessa jaahdytettyyn seokseen 10 ml:ssa vedetdntd klo-
roformia tiputettiin 1,51 g (5 mmol) oktadekaanihappoklo-
ridia 5 ml:ssa vedetonta kloroformia. Sekoittamista jat-

kettiin tunnin ajan 0 - 5 °C:ssa ja sitten 5 tuntia huo-
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neenldampotilassa. Reaktioseos pestiin ensin laimealla nat-
riumhydroksidiliuvuoksella ja lopuksi vedelld. Raakatuote
saostettiin kaksi kertaa kloroformista petrolieetterilla

60 - 70 °cC.

H
< X 0
| | (Iva)

’A\N/A§V/A\O’Q§O

J

Saatiin 64 %:n saannolla teoreettisesta ylla olevan
kaavan mukaista tuotetta, sp. 159 °C.
'H-NMR (CDCl,, int. TMS): & = 7,66 - 6,52 (multipletti,
aromaattiset protonit); 3,42 (-CH,CH,); 2,35 (-COCH,C,¢H;;)
1,22 (-CH,CH;); 1,7 - 0,8 (-COCH,C,cH,;) .

Analogisesti valmistettiin myds seuraavassa esite-
tyt kaavojen IVb - IVi mukaiset yhdisteet. Taulukkoon 1 on
koottu joitakin spektroskooppisia tietoja.

Taulukko 1
Amfifiilisten vadriaineiden spektroskooppisia tietoja

Kaava Spektroskooppiset tiedot CH,Cl,:ssa
IVa 406 476 70
IVe 528 549 21
Ivf 475 S11 36
IvVg 531 585 54
IVh 460 495 35

IVi 368 452 84
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Esimerkki 2

Polymeroituvan fluoresenssivdriaineen valmistus

7-dietyyliamino-3- (p-aminofenyyli) kumariinin (1,53
g, 5 mmol) ja trietyyliamiinin (0,61 g, S5 mmol) jaa-
hauteessa jaahdytettyyn seokseen 10 ml:ssa vedetdnta klo-
roformia tiputettiin 0,52 g (5 mmol) metyyliakryylihappo-
kloridia 5 ml:ssa vedetonta kloroformia. Reaktioseosta se-
koitettiin tunnin ajan 0 - 5 °C:ssa ja sitten 5 tuntia
huoneenlidmpttilassa. Seos pestiin aluksi natriumhydroksi-
diliuoksella ja sitten suolavapaaksi vedella ja haihdutet-
tiin kuiviin.

Saanto: 1,6 g mikd vastaa jadljempana esitetyn kaa-
van VIa mukaisen tuotteen teoreettista saantoa 86 %. Sp.
193 - 195 °c.

'H-NMR (CDCl,, int. TMS): & = 9,43 (NH), 7,77 - 6,49 (mul-
tipletti, arom. protonit); 5,86 ja 5,47 (H,C=); 3,44
(~CH,CH,); 2,04 (=C-CH,); 1,22 (-CH,CH,).

Bnalogisesti valmistettiin myds taulukossa 2 esite-
tyt yhdisteet VIb - VIf. Taulukkoon 2 on koottu joitakin
spektroskooppisia tietoja.

Taulukko 2
Polymeroituvien fluoresenssividriaineiden spektroskooppisia
tietoja
Kaava Spektroskooppiset tiedot CH,Cl,:ssa
Exc. max Em,rax AStokes
N (nm) A (nm) (nm)

395 475 80
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Taulukko 2 (jatkuu)

Polymeroituvien fluoresenssiviriaineiden spektroskooppisia

tietoja

Kaava

Exc.,
A (nm)
0
|

|

NN~
O H |

9%
/\N O 0
,J VIb
H o
(™
96
—T 0" X0 (VIc)
N x o)
H
AN 0
/J (VIid)

f /J (Vie)

Il (Vif)

Spektroskooppiset tiedot CH,Cl,:ssa

Em. ax OStokes
A (nm) (nm)
475 74
382 491 110
456 507 S1
528 S46 17
450 496 46
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Esimerkki 3

Fluoresenssividriainetta sisdltdvan polymeerin val-
mistus

6,77 g (20 mmol) oktadekyylimetakrylaattia, 4,00 g
(20 mmol) (2,2-dimetyyli-1,3-dioksolan-4-yyli)metyleenime-
takrylaattia ja 1,51 g (4 mmol) esimerkin 2 variainemo-
nomeeria liuotettiin 90 ml:aan vedetonta dioksaania,
liuokseen lisattiin 1,44 g (0,2 mol-%) atsobis(isobutyro-
nitriilia) ja seos kuumennettiin sekoittaen 65 - 70
°C:seen, Jjossa lampotilassa sita pidettiin 16 tuntia.
Jaahtyneestd reaktioliuoksesta saostettiin polymeeri kaa-
tamalla liuos veteen. Polymeeri puhdistettiin liuottamalla
kloroformiin ja saostamalla metanolilla ja toistamalla
sama.

Saatiin 3,93 g kellanvihreata polymeeria, joka ka-
rakterisoitiin geelisuodatukselle CH,Cl,:ssa. Samanaikai-
sesti mitatut taitekerroin ja UV-spektri antoivat identti-
set molekyylipainojakaumakdyrat, Jjoten fluoresenssivari-
aineen jakautuminen tasaisesti polymeeriin oli taattu.
Polystyreenikalibroinnin suhteen saatiin laskennalliset
moolimassa-arvot M, = 64 000 ja M, = 1 290 000, mika vastaa
epayhtenaisyytta 18,1.

Taman yleisen valmistusreseptin mukaisesti valmis-
tettiin kaikki metakrylaattikopolymeerit.

Esimerkki 4

Fluoresenssivariainetta sisdltdvidn kerroselementin
valmistus

a) Polymeerivariaine

H,0,/H,SO,~kdsittelylla puhdistettu, float-lasista
valmistettu aluslasi upotettiin 20 °C:ssa 30 mm:n syvyy-
teen Langmuir-kalvovaa'an (KSV 2 200) vesi-subfaasiin.
Veden pinnalle levitettiin 150 pl kaavan (IIa) mukaisen
yhdisteen liuosta kloroformissa (1 mg/ml). Kerrosta puris-
tettiin yhteen kunnes pintapaine oli 25 mN/m ja taman jal-
keen aluslasi paallystettiin perattaisilla kastamis- ja
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nostotoimilla (kastamisnopeus 10 mm/min) polymeerin kol-
mella yksimolekyylikerroksella. Viimeinen kerros saatiin
t3lloéin viimeiselld nostolla. Sitten aluslasi (kantaja)
ilmakuivattiin. Kantajan toiselta puolelta puhdistettiin
variainekerros pois kloroformilla.

b) Dispergoitua monomeerista vdriainetta sisadltiava
polymeeri

Kaavan (IIa) mukaista vdriainetta sisaltdvan poly-
meerin liuoksen sijasta kaytettiin seosta, joka sisdlsi
kaavan (V) mukaista polymeeria 1 mg/ml ja kaavan (IIIb, X
=Y=0, n=18, R”". = H, R® = R’ = C;H;;) mukaista amfifii-
lista vdriainetta, 1 mg/ml, suhteessa 19:1.

c) Polymeeri, joka sisdltdad dispergoituna levyagg-
regaattia muodostavaa vadriainetta

Piaallystys suoritettiin seoksella, Jjoka sisdlsi
kaavan (V) mukaista polymeeria ja kaavan (IIIb, X = Se, Y
= 8, R® = R® = C;yH;;, R? = CH,) mukaista variainetta 1 mg/ml,
painosuhteessa 1:1.

Esimerkki 5a

Fluoresenssividriaineiden adsorptio kerroselementil-
le ja fluoresenssi-energiansiirron havaitseminen

Esimerkin 4 mukaisesti valmistettu kerroselementti
kastettiin 5 minuutin ajaksi fluoreseiiniliuokseen (107’
mol/l) fosfaattipuskuriin, pH 7,0. Fluoresenssispektri
otettiin ennen koetta ja sen jalkeen. Emissiospektri siir-
tyi fluoreseiinin maksimiin.

Esimerkki 5b

Fluoresenssividriainetta sisdltdvidn kerroselementin
valmistus

Lasikantaja puhdistettiin ultraddnikdsittelylla
pesuaineen vesiliuoksessa ja sitten ultradanikasittelylla
puhtaassa vedessda ja edelleen ultradanikdsittelylla (5
min) noin 5 - 10" N NaOH-liuoksessa ja senjalkeen suihkut-
tamalla 5 atm:n paineella puhdasta vettd, kuivattiin ja
hydrofoboitiin sitten eksikkaattorissa antamalla heksame-
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tyylisilatsaanin vaikuttaa 30 minuuttia 60 °C:ssa vesi-
suihkupumppuvakuumissa. Tamdan kdsittelyn jadlkeen lasikan-
taja kastettiin lyhyesti veteen ja imettiin vedesta otta-
misen jalkeen huolellisesti kuivaksi. Talle kantajalle
muodostettiin LB-tekniikalla kastamalla ja ylosottamalla
kaksi kadmiumarakidaattikerrosta.

Taman Jjalkeen muodostettu fluoresenssivdriaineen
(VII = IIla, jossa X =Y =0, R" = H, R® = R® = C,4H;,) ker-
ros valmistettiin ja levitettiin erilaisin jarjestelmin:
i) variaineen monomeereina Jja 1i) vdriaineen levyaggre-
gaattina (J-aggregaatti).

i) Variaineen (VII) monomeerit

Valmistettiin yksimolekyylikerros levittamdlla ve-
den pinnalle liuos, joka sisdlsi vdriainetta (VII), metyy-
liarakidaattia, arakiinihappoa ja heksadekaania moolisuh-
teessa 1:2:18:20 kloroformissa.

ii) Variaineen (VII) levyaggregaatti

Valmistettiin yksimolekyylikerros levittamdlla ve-
den pinnalle liuos, joka sisalsi variainetta (VII) ja hek-
sadekaania moolisuhteessa 1:1 kloroformissa.

Seuraava valmistus on identtinen monomeereille ja
levyaggregaatille. Kerros puristettiin puristusarvoon 20
mN/m ja pidettiin tassd puristuksessa 10 minuuttia, sitten
kantajalle siirrettiin kerros saattamalla kantaja lahes
vaakatasossa kosketuksiin yksimolekyylikerroksen kanssa.
Kantaja upotettiin sitten kokonaan veteen, jaljella oleva
variainekalvo poistettiin ja sitten muodostettiin stea-
riinihapon yksimolekyylikerros levittamalla steariinihapon
10* N kloroformiliuos veden pinnalle ja puristamalla ar-
voon 20 mN/m. Kantaja paallystettiin sitten steariinihap-
pokerroksella nostamalla se pystysuorassa asennossa vedes-
td. Lopuksi kantaja pddllystettiin sekakerroksella, joka
sisdlsi dioktadekyylidimetyyliammoniumbromidia ja metyy-
listearaattia moolisuhteessa 1:1, saattamalla kantaja la-

hes vaakasuorassa asennossa kosketuksiin taman sekakerrok-
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sen kanssa ja kastamalla sitten taydellisesti ja valmista-
malla veden alla alalla tunnetulla tavalla (katso P. From-
herz, Biochim. Biophys. Acta. 323 (1973) 326 - 334) kyvet-
tirungon kanssa fluoresenssikyvetti.

Esimerkki 5c¢

Vaihtamalla vesivaliaine ilman kerroselementin pin-
nan puhaltamista saatettiin esimerkin 5b mukaisesti val-
mistettu kerroselementti kosketuksiin analyytin (VIII)
(kaava esitetty esimerkin lopussa) vesipitoisen liuoksen
kanssa 107" N fosfaattipuskurissa, pH = 7,0. Variaineen si-
toutumisen johdosta kerroselementin pintaan levyaggregaa-
tin tapauksessa (VII):n fluoresenssi-intensiteetti alenee
riippuen analyytin konsentraatiosta laheisessd liuoksessa
ja ajasta, joka on kulunut kosketuksen alun jalkeen. Kun
(VIII):n liuos on 107 N, emission intensiteetti 404 nm
aallonpituudessa herdtteellda 366 nm on 90 minuutin kulut-
tua 33 % intensiteetistad ilman (VIII):aa, ja 107'° N liuok-
sen tapauksessa se on 85 %.

Odotusten mukaisesti havaitaan taman heikkenemis-
vaikutuksen selvd etdisyysriippuvuus, kun muodostamalla
kadmiumstearaattikaksoiskerros steariinihappokerroksen
valiin, joka on kosketuksissa viariainekerroksen kanssa,
suurennetaan etdisyyttd kerroselementin pinnasta. Levyag-
gregaatin emission intensiteetti aallonpituudella 404 nm
on (VIII):n 1077 N liuoksella silloin 90 % ilman (VIII):a
saadusta intensiteetin arvosta.

Analyytin (VIII) sitoutuminen kerroselementin pin-
taan voidaan myds osoittaa mittaamalla fluoresenssi
aallonpituudella 510 nm. Suora herite (analyytin emissio)
on mahdollinen aallonpituudella 470 nm, kun sen sijaan
(VII):n herdte ja sita seuraava energiansiirto johtaa ana-
lyytin maksimaaliseen emissioon, jos se tapahtuu aallonpi-
tuudella 366 nm (monomeerit) tai vastaavasti 402 nm (levy-
aggregaatti). Fluoresenssi-intensiteettien suhde aallonpi-
tuudella 510 nm epdsuoran herdtteen ja energiansiirron



10

15

20

25

30

35

98570

28

(Iy;y;) Jalkeen ja sidotun analyytin suoran herdtesateily-
tyksen (I,) jdlkeen on vahvistustekija ja se voidaan maa-
rittdda emission herdtespektristda aallonpituudella 510 nm.
Tulokseksi saadaan

a) monomeereille:

I,,/1, (VIII):n 1077 M liuoksella

I,;;/I, = 35 (VIII):n 10* M liuoksella

b) levyaggregaatille:

I,;/I, = 380 (VIII):n 10® M liuoksella

COOH

S

/@3\0 (VIII)
(HgC3) 5N X

Esimerkki 6

Fluoresenssimerkityn proteiinin adsorptio kerros-
elementtiin ja fluoresenssienergiansiirron havaitseminen

Esimerkissad 4 valmistetulle kerroselementille tipu-
tettiin 50 pl tetrametyylirodamiini-isotiosyanaatilla
(TRITC) merkityn lektiini-konkanavaliini A:n liuosta (1
mg/ml) ja p&ddlle painettiin toinen kasittelemdtdén saman-
kokoinen aluslasi siten, etta neste jakautui tasaisesti ja
ilman ilmakuplia Langmuir-Blodgett (LB)-kerrokselle. Tunnin
vaikutusajan jdlkeen molemmat lasit erotettiin ja paallys-
tetty lasi pestiin 3 kertaa vesipitoisella fosfaattipusku-
rilla (10 mmol/l) pH 6,8. Tamian jalkeen mitattiin fluo-
resenssispektri ja sitad verrattiin proteiinilla kdsittele-
mattomdan kerroselementin fluoresenssispektriin. Voitiin
havaita lisand TRITC-emission heratejuovaspektri. Kun va-
riainetta sisdltavdlle LB-kerrokselle muodostettiin 2 - 6
variainetta sisdltdamatonta kerrosta, niin taman herdtejuo-
vaspektrin intensiteetti aleni kerrospaksuudesta riippuen

aina nollaan asti.
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Esimerkki 7 (vertailuesimerkki)

Kerroselementtien valmistus vaihtoehtoisella tek-
niikalla

a) Sivelytekniikka

50 pl polymeerin (IIa) liuosta (1 mg/ml) klorofor-
missa pantiin aluslasille. Toisen aluslasin avulla vari-
aineliuos levitettiin mahdollisimman tasaisesti ensimmdi-
selle aluslasille. Tdlle variainekerrokselle adsorboitiin
esimerkissd 6 kuvatulla tavalla 50 pl TRITC-ConA-liuosta
ja fluoresenssi mitattiin. Erittdin intensiivisen (IIa):n
heratejuovaspektrin ohella TRITC:in fluoresenssia ei voitu
yksiselitteisesti osoittaa.

b) Lakanlinkoamistekniikka (spin-coating)

0,0193 - 0,244mg polymeeria (IIa) liuotettiin
0,25 - 1,5 ml:aan kloroformia tai dimetyyliformamidia ja
levitettiin spin-coaterin avulla puhdistetulle 10 cm:n la-
pimittaiselle lasikantajalle. Saatujen lasilevyjen fluo-
resenssimittaukset osoittivat variainetiheyden olevan
erittain epdtasaisesti jakautuneena, joten minkdanlaiset
energiansiirtomittaukset eivat olleet mahdollisia.

Esimerkki 8

Férster-energiansiirtosysteemin rajaherkkyyden mit-
taus

Esimerkin 4 mukaisesti valmistettu kerroselementti
(donori-variaine) p&ddllystettiin lisdksi ensin 2 kerrok-
sella polymeeria (V), sitten yhdella kerroksella polymee-
ria (V), johon oli sekoitettu mddritelty mddra amfifiilis-
ta vdriainetta. Talla kerroselementilld mitattiin fluore-
senssi. Vaihtelemalla akseptorivdriaineen m&ddraa voitiin
madrittdd se rajakonsentraatio, jolla tamdn substanssin
fluoresenssi o0li Jjuuri wviela havaittavissa. Seuraavassa
taulukossa on esitetty namd erilaisilla systeemeillid saa-

dut arvot:



10

15

20

25

30

98570

30
Donorivédriaine Akseptorivdriaine Rajakonsentraatio
[107** mol/mm?]
kaavan 4a mukainen (Cig-rodamiini) 3
kaavan 4b mukainen 0,3
kaavan 4c mukainen 0,3
kaavan 4c mukainen (Cig—aminofluoreseiini) 3

Esimerkki 9

Mannosidin spesifinen sitoutuminen konkanavaliini
A:han (Con A)

Analogisesti esimerkin 4 kanssa valmistettiin ker-
roselementti siirtamalla seos-yksimolekyylikerros, Jjoka
koostui kaavan (IIa) mukaisesta yhdisteestda ja sukkinimi-
dyylistearaatista painosuhteessa 95:5. Tamdn jalkeen mer-
kitsemattomin konkanavaliini A:n liuokseen (1 mg/ml liuo-
tettuna 0,01 mol/l fosfaattipuskuriin pH 6,8 yhdessa
1 mmol/]l CaCl,:n, 1 mmol/l MnCl,:n ja 0,01 % Triton X-100:n
kanssa) annettiin vaikuttaa tunnin ajan huoneenla@mpdtilas-
sa (vrt. esimerkki 6). Elementti pestiin 0,5 ml:lla samaa
puskuria. Sitten kerroselementille vietiin 50 pl TRITC-
mannosidin (IX) liuosta (0,1 mg/ml liuotettuna samaan pus-
kuriin) ja kerroselementti paljastettiin jalleen. Kontrol-
likokeessa kaytettiin Con A:n sijasta yhta suurta mdaraa
naudan seerumialbumiinia.

Molempien kerroselementtien fluoresenssispektrien
vertailu osoitti, ettd kayttamalla Con A:ta rodamiiniemis-
sio aallonpituudella 580 nm (IX:std&) oli noin 5 kertaa
vahvempi kuin kumariinin spektri aallonpituudella 495
(ITa:sta). Kaytettdessa naudan seerumialbumiinia rodamii-
niemissiota voitiin havaita tuskin lainkaan (alle 1/20),

verrattuna tdssd tapauksessa vahvaan kumariiniemissioon.
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Patenttivaatimukset

1. Fluoresenssienergiansiirtoon perustuva biosenso-
ri, joka koostuu seuraavista:

a) kiintea kantaja,

b) kantajalle a) valmistettu yksi- tai useampiker-
roksinen Langmuir-Blodgett (LB)-kalvo,

c) ainakin yksi fluoresenssivari F,, joka sisaltyy
vahintaan yhteen LB-kalvon neljdstd ylimmasta kerroksesta,

d) ligandimolekyylin kanssa spesifiseen vuorovaiku-
tukseen kykeneva reseptorimolekyyli, joka on sidottu LB-
kalvon ylimpaan kerrokseen tai sovitettu sille, Jja

e) liikkuva fluoresenssivariaine F,, jonka herate-
juovaspektri peittyy F,:n emissiojuovaspektrilla energian-
siirtoon riittavasti ja joka

el) on kovalenttisesti sidottu ligandiin, joka pys-
tyy sitoutumaan reseptorimolekyyliin, tai

e2) on kovalenttisesti sidottu toiseen reseptorimo-
lekyyliin, joka pystyy sitoutumaan ensimmaisen reseptori-
molekyylin ja ligandin muodostamaan kompleksiin,

jolloin ligandi tai vastaavasti ligandi ja toinen
reseptorimolekyyli eivat aluksi ole sidottuja LB-kerrok-
seen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siita, ettid kaytetty kiintea kantaja
koostuu lasista, kvartsilasista, Li-niobaatista, sinkkise-
lenidista, posliinista, puolijohteista, kuten germaniumis-
ta, GaAs:sta tai piistd, metallista, muovista taili metal-
loidusta muovista, jolloin kiinted kantaja voi olla pinta-
modifioitu.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, etta LB-kalvon matriisina on poly-
meeri.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu 'siité, ettd F, on kovalenttisesti sidottu

matriisiin.
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5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, ettd variaine F,, edullisesti levy-
aggregaattia (J-aggregaatti) muodostava variaine F,, levi-
tetdian yhdessa amfifiilisen matriisin kanssa.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, ettad variaine F, on sovitettu aina-
kin toiseen LB-kalvon kahdesta ylimmasta kerroksesta.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, ettd reseptorimolekyyli on kova-
lenttisesti sidottu, edullisesti spacer-molekyylin vali-
tyksella LB-kalvon ylimpddn kerrokseen.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, ettd reseptorimolekyyli on sovi-
tettu ylimpiaidn kerrokseen hydrofobisen membraaniankkurin
valityksella.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, ettd reseptorimolekyylien sidonta-
kohdat sitovat fluoresenssivarilla merkityn tai itsessdan
fluoresoivan ligandin tai etta fluoresenssivrilld merkit-
semiatdén analyytti kompetitiivisesti syrjayttaa reseptori-
molekyylien sidontakohtiin aluksi sidotut fluoresenssimer-
kityt ligandit.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen biosensori,
tunnettu siitd, etta analyyttiliuokseen lisatdan
toinen, fluoresenssivirillid F, merkitty reseptorimolekyyli,
joka sitoutuu sandwich-maarityksen tavalla joko spesifi-
sesti reseptorimolekyylin ja analyytin muodostamaan kom-
pleksiin tai analyytin muuhun, reseptorina olevaan mole-
kyylialueeseen.

11. Menetelmd nidytteessa olevien analyyttimolekyy-
lien havaitsemiseksi, t unnet tu siitd, ettd kdyte-
tdan sensoria, joka koostuu

a) kiinteasta kantajasta,

b) yksi- tai useampikerroksisesta Langmuir-Blod-
gett(LB)—kalvosté, joka on kiinnitetty kantajan a) pin-

taan,
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c) ainakin yhdestd fluoresenssivarista F,, joka si-
saltyy LB-kalvon ylimp&aan kerrokseen tai useampikerroksi-
sen LB-kalvon ollessa kysymyksessa vahintaan yhteen LB-
kalvon neljasta ylimmdsta kerroksesta,

d) ensimmiisestd reseptorimolekyylista, joka kyke-
nee spesifisesti sitoutumaan analyyttimolekyylin kanssa ja
joka on sidottu kovalenttisesti tai adsorboimalla LB-kal-
von ylimpdan kerrokseen tai ylimmélle kerrokselle, ja

e) altistetaan sensori ndytteelle ja liikkuvalle
fluoresenssiviariaineelle F,, jonka herdatejuovaspektri peit-
tyy F,:n emissiojuovaspektrilla energiansiirtoon riittdvas-
ti ja joka

el) on kovalenttisesti sidottu toiseen reseptorimo-
lekyyliin, joka analyyttimolekyylien kanssa kilpailevasti
sitoutuu ensimmiiseen reseptorimolekyyliin d) tai joka

e2) on kovalenttisesti sidottu kolmanteen resepto-
rimolekyyliin, joka pystyy sitoutumaan ensimmdisen resep-
torimolekyylin d) ja analyyttimolekyylin muodostamaan kom-
pleksiin,

jolloin toinen molekyyli tai analyyttimolekyylin ja
kolmannen respetorimolekyylin kompleksi eivat aluksi ole
sidottuja LB-kalvoon,
ja havaitaan fluoresenssienergiasiirron tason muutos, joka
saadaan vasteena altistusvaiheessa e).
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Patentkrav

1. Biosensor baserad pa fluorescensenergidverfdring
bestaende av:

a) en fast barare,

b) en pa bararen a) anbringad en- eller flerskikts
Langmuir-Blodgett (LB)-film,

c) atminstone en fluorescensfdrg F, som ingdr i at-
minstone ett av LB-filmens fyra oversta skikt,

d) en med en ligandmolekyl till specifik wvaxelver-
kan kapabel receptormolekyl som ar bunden till LB-filmens
oversta skikt eller anbragd darpa, och

e) ett mobilt fluorescensfargamne F, vars excita-
tionsbandspektrum dverlappar med emissionsbandspektret for
F; 1 tillrackligt hég grad for energidverfdring och som

el) &ar kovalent bundet till en ligand som f&rmar
binda till receptormolekylen, eller

e2) &ar kovalent bundet till en annan receptormole-
kyl som kan binda till ett komplex bildat av den forsta
receptormolekylen och liganden,

varvid liganden eller pd motsvarande satt liganden
och den andra receptormolekylen till en bdrjan ej &r bund-
na till LB-skiktet.

2. Biosensor enligt patentkrav 1, k @& nn e -

t ec knad darav, att den anvdnda fasta bararen bestar
av glas, kvartsglas, Li-niobat, =zinkselenid, porslin,
halvledare sasom germanium, GaAs eller silicium, metall,
plast eller metallerad plast, varvid den fasta bidraren kan
vara ytmodifierad.

3. Biosensor enligt patentkrav 1, k @ nn e -

t ecknad darav, att LB-filmens matris dr en polymer.

4. Biosensor enligt patentkrav 1, k a nn e -

t ec knad darav, att F, ar kovalent bundet till matri-

sen.
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5. Biosensor enligt patentkrav 1, k @ nn e -

t ec knad ddrav, att fargamnet F,, fbéretrddesvis skiv-
aggregat (J-aggregat) bildande fdrgdmne F,, utbredes till-
sammans med en amfifil matris.

6. Biosensor enligt patentkrav 1, k da nn e -

t ec knad dirav, att fargamnet F, ar anbragt pa at-
minstone ett av LB-filmens bada 6versta skikt.

7. Biosensor enligt patentkrav 1, k ada nn e -

t ec knad didrav, att receptormolekylen &ar kovalent
bunden, foretradesvis medelst en spacer-molekyl, till LB-
filmens &versta skikt.

8. Biosensor enligt patentkrav 1, k a nn e -

t ec knad dirav, att receptormolekylen ar anbragd pa
det Oversta skiktet medelst ett hydrofobt membranankare.

9. Biosensor enligt patentkrav l, k a nn e -

t ecknad darav, att receptormolekylens bindnings-
stdllen binder en med fluorescensfarg markt eller sjdlv
fluorescerande ligand eller att en ej med fluorescensfarg
markt analyt kompetitivt fortranger de till receptormole-
kylernas bindningsstdllen till en bdrjan bundna fluore -
scensmarkta liganderna.

10. Biosensor enligt patentkrav l, k @8 nn e -

t ecknad darav, att till analytldsningen sattes en
annan, med fluorescensfarg F, markt receptormolekyl, som
bindes medelst sandwich-bestdamning antingen specifikt till
ett komplex bildat av receptormolekylen och analyten eller
till ett annat molekylomrade hos analyten, vilket fungerar
som receptor.

11. Forfarande for detektering av analytmolekyler i
ett prov, kannetecknat darav, att man anvan-
der en sensor bestaende av:

a) en fast barare,

b) en en- eller flerskikts Langmuir-Blodgett (LB)-
film, som &r anbringad pa ytan av bdraren a),
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c) atminstone en fluorescensfarg F,, som ingar i LB-
filmens o6versta skikt eller i fraga om en flerskikts LB-
film, dtminstone i ett av LB-filmens fyra dversta skikt,

d) en férsta receptormolekyl som specifikt kan bin-
das till analytmolekylen och som d&r bunden kovalent eller
medelst adsorption till eller pa LB-filmens dversta skikt,
och

e) man exponerar sensorn for provet och ett mobilt
fluorescensfdargamne F,, vars excitationsbandspektrum 6ver-
lappar med emissionsbandspektret fér F, i tillrackligt hog
grad fOr energiverfdring, och som

el) ar kovalent bundet till en andra receptormole-
kyl som kompetitivt mad analytmolekylerna kan bindas till
den forsta receptormolekylen d) eller som

e2) ar kovalent bundet till en tredje receptormole-
kyl som kan bindas till ett komplex bildat av den fo6rsta
receptormolekylen d) och analytmolekylen,

varvid den andra molekylen och komplexet bildat av
analytmolekylen och den tredje receptormolekylen till en
bérjan ej ar bundna till LB-filmen,
och man observerar andringen i nivan hos fluorescensener-
gioverforingen som erhalles som respons i exponeringsske-
det e).



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

