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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die Erfindung betrifft Gerate und Verfahren
zur Durchfuihrung von voll- oder halbautomatischen
elektrochemischen Tests oder Reaktionen in mikro-
fluidischen Chips.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] In den letzten Jahren ist das Gebiet der Mini-
aturisierung von analytischen chemischen und bio-
chemischen Werkzeugen immer mehr gewachsen.
Die Hauptfaktoren, die die Entwicklung von miniaturi-
sierten chemischen Apparaten angetrieben haben,
sind der Wunsch nach geringerem Analytenver-
brauch, schnelle Analysen und bessere Automati-
onskapazitat. Diese Bedurfnisse zeigen sich insbe-
sondere auf dem Gebiet der Biowissenschaften, wo
biomedizinische Diagnostik, Genanalysen, Proteo-
mik und Screening mit hohem Durchsatz in der Arz-
neimittelentdeckung immer wichtiger werden. Die
Notwendigkeit, den Verbrauch von Analyten zu sen-
ken zeigt sich an der zunehmenden Anzahl von
durchgefiihrten Assays, der Verwendung von Reak-
tanten flr Analysen, die mdglichst gering gehalten
werden muss, um Kosten zu senken und die Entste-
hung von Abfall einzuddmmen. Im Fall der biomedizi-
nischen Diagnostik mussen oft extrem kleine Volumi-
na analysiert werden und es ist winschenswert, die
Analysenzeit zu minimieren; ferner besteht auch ein
Wunsch nach vereinfachten Handhabungsverfahren
zur Verringerung von Manipulationen und Minimie-
rung von Kreuzkontamination von Probe zu Probe.
Bisher wurden zwei zwar unterschiedliche, aber den-
noch komplementéare Strategien zur Erreichung die-
ser Ziele untersucht: Mikrofluidik-Vorrichtungen und
2-D-Assays hoher Dichte mit immobilisierten Affini-
tatsreagenzien.

[0003] Auf dem Gebiet der mikroanalytischen Sys-
teme ist ein sehr wichtiges Thema fiir die Entwicklung
von wirklich betriebsfahigen Vorrichtungen die Auto-
matisierung der Assays, da die Reproduzierbarkeit
der Messungen und die Anzahl durchfiihrbarer Ana-
lysen so signifikant verbessert werden kénnen. Fur
die Automatisierung von Messungen mit Mikrosyste-
men ist der kritischste Punkt wahrscheinlich das Re-
agenzien-Ausgabesystem. Bis jetzt wurden einige
automatisierte Vorrichtungen fir Mikromethoden ent-
wickelt, die auf parallelen Netzen hoher Dichte basie-
ren, wie z.B. Reihen von Mikropunkten oder Mikro-
vertiefungen. In diesen Fallen bestehen die Ausga-
besysteme im Allgemeinen aus ein oder mehreren
Nadeln zur Aspiration und Abgabe der erforderlichen
Volumina von Reagenzien an sehr prazisen Punkten.
Im Fall von Mikrofluidik-Systemen ist ein weiteres
Schlisselproblem fir die Automatisierung der Mes-
sungen die Befilllung der Mikrokanale und die Kon-

trolle der Bewegung der Reagenzien in ihnen. Auto-
matisierte Mikrofluidik-Vorrichtungen auf Basis von
Kapillar-Elektrophorese wurden in der Vergangenheit
bereits entwickelt, beispielsweise wurde ein
Voll-DNA-Analysator in einer einzelnen Vorrichtung
mit einer Polymerasekettenreaktionskammer und
nachfolgender elektrophoretischer Trennung imple-
mentiert.

[0004] Einige automatisierte Analysenmethoden, in
denen Mikropipettenspitzen als Festphase der Reak-
tion und zur Handhabung von Reagenzien verwendet
werden, wurden bereits entwickelt. Dies erfolgte
durch Immobilisierung von Biomolekilen, wie z.B.
Antikdrpern, auf den Wanden der Spitzen und durch
Verwendung dieser Spitzen zum Pipettieren der Re-
agenzien. Mit diesem Weg koénnen die Risiken einer
Kontamination von Probe zu Probe eingeschrankt
werden. Die Verbindung der Mikrofluidik-Vorrichtun-
gen mit einer externen Probenlésung wurde mit ver-
schiedenen Mitteln angesprochen, beispielsweise
Verbindung des Mikrofluidik-Chips mit einer Kapillare
und Eintauchen der Kapillare in die Probenlésung
und Pumpen der Lésung im Mikrochip durch elektro-
osmotische Stromung (WO 00/21666). In anderen
Fallen ist der Chip mit einer Reihe von Mikrospritzen-
pumpen verbunden, um die Proben in den Mikrochip
abzugeben (WO 01/63270). Einige Vorrichtungen
verwendeten Impulse, damit die Probe den Chip mit
Gas oder Hochspannung betreten konnte CUS
6395232). Andere verwendeten Kapillarbefillung
von einer nadelgeatzten Kanalspitze, damit die Pro-
benentnahme des Kanals durch Kapillarwirkung er-
folgen und elektrochemische Versuche durchgefihrt
werden konnten, wie z.B. Glukosenachweis (Sensor
Actuator A Band 95, 2002, 108-113). Ein solches Ver-
fahren ermdglicht keine Kontrolle der Fluidik im Ka-
nal. US 5580523 A offenbart einen integrierten che-
mischen Synthesizer mit Reaktoren, die vom elektro-
chemischen Typ sein kénnen.

[0005] Bei der Durchfiihrung von analytischen As-
says ist die Kontrolle der Stromungsrate bei der Pro-
benabgabe von grofiter Bedeutung. Aufgrund des
sehr kleinen Volumens des Kanals (in der Grofen-
ordnung von Piktolitern bis Mikrolitern) fihren in der
Tat schon kleine Abweichungen in der Proben-Stro-
mungsrate zu dramatischen Schwankungen im Volu-
men, das durch den Kanal Ubertragen wird. Wenn
eine Reaktion beispielsweise Immunsorption oder
Physisorption umfasst, kann es bei der gleichen Pro-
benkonzentration zu starker Abweichung des Nach-
weises kommen. Aus diesem Grund will die vorlie-
gende Erfindung die Stromung der Probenldsung auf
elektrochemischem Wege kontrollieren und tberwa-
chen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0006] Die Erfindung ist durch den Umfang der an-
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hangenden Anspriche 1, 36 und 58 definiert, wobei
die abhangigen Anspriiche die bevorzugten Ausflih-
rungsformen definieren.

[0007] Die Gerate und relevanten Verfahren der vor-
liegenden Erfindung eignen sich fur die Durchfihrung
vollautomatischer oder halbautomatischer Assays
oder Reaktionen in Mikrochips. Die Mikrochips ent-
halten Mikrokanale oder Mikrokanal-Reihen oder
-Netze, die die Handhabung der Proben und Reagen-
zien und die Durchfiihrung von Reaktionen mit an-
schlieRenden elektrochemischen Ereignissen er-
moglichen. Sie kdénnen auch nur zur Handhabung
von Reagenzien verwendet werden, beispielsweise
fur den Fall, wenn die vorliegende Vorrichtung zur
Aufnahme oder Abgabe von Flussigkeiten aus einem
Mikrochip verwendet wird.

[0008] Im Allgemeinen enthalten die Mikrochips ver-
siegelte Mikrokanale mit zwei Offnungen (eine an je-
dem Ende), und sie kdnnen mit verschiedenen Mate-
rialien hergestellt werden, darunter auch leitfahige
Materialien zur Verwendung in elektrochemischen
Assays.

[0009] Ein oder mehrere einzelne oder miteinander
verbundene Mikrochips kdnnen einzeln und/oder auf
demselben Trager hergestellt werden. Sie kdénnen
einzeln oder als Anordnung von unabhangigen oder
miteinander verbundenen Mikrostrukturen verwendet
werden.

[0010] Vorzugsweise beinhaltet die untere Extremi-
tat des Mikrochips mindestens eine Spitze, die mit
dem Mikrokanal verbunden ist, der mit der zur analy-
sierenden oder zu reagierenden Probenldsung in Be-
rihrung gebracht wird. Der obere Teil des Mikrochips
enthalt vorzugsweise eine Ausgangsoffnung fiir die
Mikrokanale, die mit einer automatischen mikrofluidi-
schen Kontrollvorrichtung verbunden werden kann,
damit die Mikrokanale gefiillt und/oder geleert wer-
den kdénnen. In einigen Ausfihrungsformen kann die
fluidische Kontrollvorrichtung eine einfache Mikropi-
pette fir mechanisches Pumpen sein. Vorzugsweise
kdnnen die Mikrochips in x-, y- und/oder z-Richtung
automatisch oder von Hand verschoben werden (z.B.
sequentielles Verschieben).

[0011] Die Kontrolle der Strémung in der Mikrostruk-
tur wahrend der Probenentnahme ist wichtig, um re-
produzierbare Ergebnisse zu erhalten. Aus diesem
Grund enthalt das Gerat eine integrale Elektrode zur
Uberwachung des Flissigkeitsflusses in der Mikro-
struktur. Es ist wohlbekannt, eine Elektrode nicht nur
zum Nachweis zu verwenden, ob ein Kanal gefillt
oder leer ist, sondern auch zur Messung des Lo-
sungsflusses durch Amperometrie. Durch Leitfahig-
keitsnachweis kann die Zeit gemessen werden, die
erforderlich ist, damit die Losung die Mikrostruktur
Uberquert. Dies kann dadurch erfolgen, dass ver-

schiedene Elektroden am Eingang, an verschiede-
nen Stellen entlang der Mikrostruktur und am Ein-
oder Ausgang der Mikrostruktur platziert werden. Die
fluidische Kontrolle kann durch Uberwachung der
Strdmungsrate durch amperometrischen Nachweis
durchgefuhrt werden, wobei bereits nachgewiesen
wurde, dass der nachgewiesene Strom von der Stro-
mungsrate nach der Gleichung von llkowich abhangt:

| = 0,925nFcL (ID)?? (Fv/h?d)™

[0012] Wobei | der Strom, n die Anzahl pro oxidier-
tem Molekil ausgetauschter Elektronen, L die Breite
der Elektrode, 1 die Lange der Elektrode, D der Diffu-
sionskoeffizient des oxidierten Molekdils, Fv die Stro-
mungsrate, h die halbe Hohe des Kanals, d die Breite
des Kanals ist.

[0013] Es ist beachtenswert, dass die Art von elek-
trochemischer Messung quantitativ sein kann (d.h.
wenn Amperometrie zur Uberwachung der Konzent-
ration einer elektroaktiven Spezies verwendet wird).
Deshalb kann das bei der Probenbeladung, wahrend
den verschiedenen Schritten eines Assays (Inkubati-
on, Waschen usw.) oder beim Hinzufligen von Rea-
genzien gemessene Signal zur Anpassung des am
Ende des Assays erhaltenen Nachweissignals ver-
wendet werden. Im Fall eines Immunosorbens-As-
says beispielsweise variiert der bei der Probenbela-
dung, den Waschschritten oder beim Hinzufligen von
Reagenzien gemessene Strom von Mikrostruktur zu
Mikrostruktur und das am Ende des Assays erhaltene
Signal ist mit groBer Wahrscheinlichkeit von Mikro-
struktur zu Mikrostruktur unterschiedlich. Die
Schwankung des gemessenen Stroms zeigt an, dass
die Stromungsraten nicht in allen Mikrokanalen und
moglicherweise auch nicht in allen Schritten des As-
says gleich waren. Dadurch schwankt auch die Ver-
weilzeit der Molekille in den Mikrostrukturen, wo-
durch Schwankungen in den Endwerten fir den As-
say entstehen. Mit elektrochemischer Kontrolle der
Fluidik kann dann um diese Schwankungen variiert
und die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der As-
says verbessert werden.

[0014] Auf diese Weise liefern die Vorrichtung und
die Verfahren der vorliegenden Erfindung ein Mittel
zur Durchfiihrung von Analysen mit interner Kalibra-
tion des Assays. Beispielsweise flieRen Proben mit
leichten Viskositatsveranderungen in der Mikrostruk-
tur mit unterschiedlichen Raten; Lésungen kdnnen in
der Mikrostruktur je nach Prazision der mikrofluidi-
schen Kontrolleinheit mit unterschiedlichen Raten
gepumpt oder gedriickt werden. Ein grof3er Vorteil
der vorliegenden Vorrichtung ist, dass sich diese
Schwankungen mit einem elektrochemischen Gerat
Uberwachen lassen. Das Endergebnis der Analyse
kann so korrigiert werden, indem die mikrofluidischen
Schwankungen, die in den verschiedenen Schritten
des Assays elektrochemisch gemessen wurden, be-
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rucksichtigt werden. Solche Messungen und die an-
schlieRende Datenverarbeitung sorgen so fir interne
Kalibration, wodurch die Genauigkeit und Reprodu-
zierbarkeit der Analysen stark verbessert wird.

[0015] Die Mikrochips kénnen auch ein Mittel fir die
Temperaturkontrolle, zur Minimierung von elektroni-
schem Rauschen und zur Minimierung von Verduns-
tung enthalten.

[0016] Vor Gebrauch der erfindungsgeméaflen Vor-
richtung werden die Reagenzien in einen Mikrokanal
oder in eine Anordnung von Mikrostrukturen ausge-
geben. Die Spitzen der Mikrochips, die die Eingange
der Mikrostrukturen ausmachen, werden in Vertiefun-
gen oder Reservoirs eingetaucht und das fluidische
Kontrollsystem gestattet das Beflllen und/oder Ent-
leeren der Mikrostrukturen mit den Reagenzien. Bei
Anwendung dieser Technik mit Ausfiihrungsformen,
die eine Vielzahl von Mikrostrukturen besitzen, kon-
nen alle Mikrostrukturen gleichzeitig mit denselben
oder verschiedenen Reagenzien gefillt werden, so
dass das Kontaminationsrisiko von Probe zu Probe
begrenzt ist. Bei einigen Anwendungen kdnnen die
Mikrostrukturspitzen in einem Reservoir integriert
werden, in das die Probe geladen werden kann.

[0017] Das System kann zur Durchfiihrung von Re-
aktionen oder Assays in Mikrokandlen verwendet
werden. Es kann in Anwesenheit einer molekularen
Phase in Losung verwendet oder auf der Oberflache
der Mikrostruktur oder auf einem festen, in die Mikro-
struktur integriertem Material, wie z.B. eine Memb-
ran, ein Filter, Perlen oder dergleichen befestigt wer-
den.

[0018] Je nach Reaktion oder Assay kann der Nach-
weis nach verschiedenen Prinzipien erfolgen. Der
Wandler, der fur die Signalmessungen bendtigt wird,
kann in engem Kontakt platziert oder sogar in die Mi-
krochips integriert werden.

[0019] Der Begriff ,Mikrochip" wie hierin verwendet
bezieht sich auf jedes System, das mindestens eine
miniaturisierte Struktur (oder Mikrostruktur) besitzt,
die eine Reaktions- oder Trennkammer oder eine Lei-
tung wie eine Mikrovertiefung, ein Mikrokanal, ein Mi-
kroloch und dergleichen ist, wobei es keine Ein-
schrankung hinsichtlich Grofe und Form gibt, aber
mikrofluidische Manipulationen maéglich sein mus-
sen. In der vorliegenden Erfindung umfasst mindes-
tens eine solche miniaturisierte Struktur mindestens
eine Elektrode zur Durchflihrung von elektrochemi-
schen Assays (wie unten definiert). Die Elektrode ist
mit dem fluidischen Kontrollgerat verbunden und wird
fur verschiedene elektrochemische Ereignisse ver-
wendet (wie unten beschrieben). In allen Fallen kann
mit der Elektrode geprift werden, ob der Kanal in den
Probeentnahme- und/oder Assay-Schritten homogen
gefillt wird, und es kann kontrolliert werden, ob jeder

Kanal leer ist oder ob die Lésung in einem mehrstufi-
gen Versuch gewechselt wurde. Wichtige Parameter
wie z.B. die Flussrate kdnnen jederzeit wahrend des
Versuchs mit elektrochemischen Mitteln kontrolliert
werden. In diesem Sinn ist die Anwesenheit der mit
der mikrofluidischen Kontrolleinheit verbundenen
Elektrode einzigartig und bietet verschiedene Vorteile
gegenuber ahnlichen Wegen mit optischem Nach-
weis und wo die Flussrate nicht genau so prazise
Uberwacht werden kann.

[0020] Der Begriff ,Mikrokanal" wie hierin verwendet
betrifft einen einzelnen Mikrokanal, eine Reihe von
Mikrokanalen oder ein Netz von miteinander verbun-
denen Mikrokanalen, die hinsichtlich Anzahl oder
Grole nicht begrenzt sind, aber verschlossen sind
und einen Querschnitt aufweisen, der mikrofluidische
Manipulation gestattet.

[0021] Die Mikrochips und Mikrokandle sind vor-
zugsweise Einwegkomponenten und kdnnen aus
verschiedenen Materialien gefertigt sein, wie z.B.
Glas, Quarz, Polymer (z.B. Polyethylen, Polystyrol,
Polyethylenterephthalat, Polymethylmethacrylat, Po-
lyimid, Polycarbonat, Polyurethan oder Polyolefine),
eine Reihe von Polymeren oder eine beliebige Kom-
bination davon. Sie kénnen auch erganzende Ele-
mente enthalten, wie z.B. aber ohne Einschrankung
Membranen, Kammern mit Perlen, Festphase, Sol-
gel, Elektroden, leitfahige Polster oder Spulen zur
Kontrolle der Temperatur und/oder des elektrokineti-
schen Flusses. Die Elektroden kdnnen zur Durchfih-
rung elektrochemischer Messungen oder zum Anle-
gen einer hohen Spannung zur Uberfiihrung der Pro-
be in einen Massenspektrometer mit einer Elektro-
spruhtechnik verwendet werden.

[0022] Der Begriff ,Spitze" betrifft die Extremitat der
miniaturisierten Struktur in dem Mikrochip, von dem
eine Probe entweder in die miniaturisierte Struktur
geladen oder aus ihr ausgegeben wird. Der Begriff
.verbindungsende" (auch als ,Verbindungsextremi-
tat" bezeichnet) betrifft die zweite Extremitat der mini-
aturisierten Struktur, die mit der mikrofluidischen
Kontrolleinheit der erfindungsgemafien Vorrichtung
verbunden ist. Der Klarheit halber betrifft die Spitze,
wenn die miniaturisierte Struktur ein Mikrokanal ist,
entweder den Eingang oder den Ausgang des Mikro-
kanals, der mit der mikrofluidischen Kontrolleinheit
verbunden ist (auch als ,Pipettiervorrichtung" in Be-
zug auf einige Ausfihrungsformen bezeichnet). Die
Spitze kann mit verschiedenen geometrischen Merk-
malen hergestellt werden, beispielsweise mit einem
Mikrokanal-Eingang in Richtung des Mikrokanals
oder lotrecht dazu oder an der Seitenwand des Mi-
krokanals; sie kann in ein Reservoir eingetaucht oder
von einem Flussigkeitsreservoir umgeben sein;
schliellich besteht die Spitze vorzugsweise aus
demselben Kérper wie der Mikrochip selbst ohne Ver-
langerung zur externen Kapillare oder dem Verbin-
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dungssystem.

[0023] Der Begriff ,mikrofluidische Kontrolleinheit"
oder ,Pipettiervorrichtung" bedeutet eine Vorrichtung
aus Rohren oder Kapillaren, die die Erzeugung eines
nicht turbulenten Molekularflusses durch Konvektion,
Migration oder eine Kombination daraus ermdglicht;
die Verbindung zwischen dem Mikrochip und der mi-
krofluidischen Kontrolleinheit kann durch Klemmen
des Mikrochips erfolgen, so dass die mikrofluidischen
Verbindungen in eine ausgerichtete Position relativ
zu den Verbindungsenden der Mikrostruktur platziert
werden; die mikrofluidische Kontrolleinheit bietet ein
Mittel zur Erzeugung eines Flusses von Molekilen
durch kontrolliertes Ziehen oder Schieben einer Lo6-
sung und/oder zum Blockieren der Lésung in den mi-
niaturisierten Strukturen, wenn dies wahrend einer
Reaktion oder einer Wartezeit notwendig ist. Die mi-
krofluidische Verbindungseinheit kann auch vorteil-
haft mit Lésungsreservoirs verbunden werden, die
die notwendigen Reagenzien zur Durchfihrung der
Reaktion oder des Assays enthalten, sowie Blockier-
mittel, Puffer, Waschldsungen und dergleichen.

[0024] Der Begriff ,elektrochemischer Assay" be-
deutet einen elektrochemischen Versuch unter Ver-
wendung der elektrischen Leitfahigkeit und/oder der
Kraft zur Durchfihrung einer Reduktion, Oxidation
oder lonentransferreaktion oder zur Durchfihrung
von Konduktimetrie und/oder Impedanzmessungen
oder zur Erzeugung eines elektrischen Felds in einer
Loésung, beispielsweise zur Durchflihrung von lono-
phorese oder Patch-Klemm-Messungen oder zur
Einleitung von Elektroosmose oder von elektrokineti-
schem Pumpen oder zur Erzeugung eines Elektro-
sprays, wie es beispielsweise fur den Transfer von
Molekulen von der Spitze der miniaturisierten Struk-
tur in einen Massenspektrometer verwendet werden
kann.

[0025] Die erfindungsgemafe Vorrichtung umfasst
auch eine ,elektrochemische Einheit", die die elektro-
nische Vorrichtung ist, die zur Durchfiihrung der oben
erwahnten elektrochemischen Assays bendétigt wird.
Sie kann beispielsweise leitfahige Polster beinhalten,
die eine elektrische Verbindung zwischen der Lésung
in den miniaturisierten Strukturen und der zur Durch-
fuhrung des elektrochemischen Assays verwendeten
Vorrichtung (z.B. ein Potentiostat, eine kontrollierte
elektrische Stromquelle, ein Impedanzmessgerat
und dergleichen) gestattet.

[0026] Die Kombination der oben erwahnten Ele-
mente ermdglicht die Durchfihrung von genauen
elektrochemischen Assays in Mikrochips; eine minia-
turisierte Struktur mit einer Spitze zum Beladen
und/oder Ausgeben einer Probe, und eine Verbin-
dung mit einer mikrofluidischen Kontrolleinheit und
mindestens eine Elektrode, die mit der elektrochemi-
schen Einheit verbunden ist und die Durchflihrung

von elektrochemischen Assays gestattet.

[0027] In einigen Anwendungen kann eine elektro-
aktive Spezies vorteilhaft der Probenldsung zugeflgt
werden, um die Mikrofluidik durch Erzeugung eines
elektrochemischen Signals zu verfolgen, beispiels-
weise des Stroms, der sich aus der Reduktion
und/oder Oxidation dieser elektrochemischen Spezi-
es ergibt oder des Widerstands entlang der Mikro-
struktur. Dies kann vorteilhaft fur eine innere Kalibrie-
rung der mit der vorliegenden Vorrichtung durchge-
fuhrten Analyse verwendet werden, weil die Ender-
gebnisse je nach den Schwankungen des in den Mi-
krofluidik-Schritten des Assays gemessenen elektro-
chemischen Signals korrigiert werden kénnen.

[0028] Die erfindungsgemale Vorrichtung kann
auch vorteilhaft mit einem Computer verbunden oder
sogar in diesen integriert werden, so dass eine Onli-
ne-Datenverarbeitung und computerisierte Steue-
rung der Assays oder Reaktionen mdglich ist.

[0029] Diese Vorrichtung wird vorzugsweise zur
Durchfiihrung von biologischen oder chemischen
Analysen oder Reaktionen verwendet, wie beispiels-
weise ohne Einschrankung jede Art von massen-
spektrometrischen Messungen, in vitro und in vivo di-
agnostischen Assays, alle Arten von Affinitats- oder
toxikologischen Assays und von physikalisch-chemi-
schen Charakterisierungen oder kombinatorische
Synthese von Verbindungen.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0030] Die Erfindung wird hiernach ausfiihrlich bei-
spielhaft beschrieben, wobei auf die anhangenden
Figuren verwiesen wird, in denen zeigen:

[0031] Fig. 1 eine schematische Darstellung einiger
Beispiele von Mikrochips und Mikrokanalstrukturen
und erfindungsgemafen Verbindungen;

[0032] Fig. 2 eine schematische Darstellung einer
Seitenansicht (A) und einer Draufsicht (B) einer Aus-
fuhrungsform der erfindungsgemafen Vorrichtung;

[0033] Fig. 3 eine schematische Darstellung einer
Ausfuhrungsform der erfindungsgemafRen Vorrich-
tung mit einer Reihe von Mikrokanalen, die mit einem
automatischen System verbunden sind, das die Aspi-
ration von Reagenzien und die Verdrangung der Mi-
krochips in x-, y- und z-Richtungen gestattet;

[0034] Fig.4 eine schematische Darstellung des
Prinzips eines Sandwich-Immunoassays, der in ei-
nem Mikrochip in einer Ausfuhrungsform der erfin-
dungsgemalfen Vorrichtung durchgefiihrt wird;

[0035] Fig.5 eine schematische Darstellung der
Verbindung einer Reihe von Mikrokanalen mit einem
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Massenspektrometer unter Verwendung einer Aus-
fuhrungsform der erfindungsgemafen Vorrichtung;

[0036] Fig. 6 eine Reihe von Fotos einer Ausfih-
rungsform der erfindungsgemalfien Vorrichtung, die
zur Aufnahme einer Probe in Lésungsreservoirs 18
(hier eine Mikrotiterplatte) verwendet wird; Fig. 6A
eine allgemeine Ansicht der Vorrichtung, wobei der
Mikrochip eine Reihe von 8 Mikrostrukturen aufweist,
die in einem Plexiglas-System gestltzt werden, das
die Verbindung mit der elektrochemischen Einheit
(nicht gezeigt) Gber die auf dem Mikrochip integrier-
ten elektrischen Auflagen 15 und die Verbindung mit
der mikrofluidischen Kontrolleinheit (nur teilweise ge-
zeigt) Uber kleine Verbindungslécher 10 und Schlau-
che 10' gestattet; Fig. 6B eine genauere Ansicht des
Mikrochips und der Verbindungssysteme mit den
elektrochemischen und mikrofluidischen Kontrollein-
heiten; Fig. 6C und Fig. 6D die gleichen Teile der
Vorrichtung wie in Fig. 6A und Fig. 6B, aber in einer
Position, wo die Mikrostrukturspitzen 3 in die L6-
sungsreservoirs tauchen, um die gewinschten Pro-
ben aufzunehmen;

[0037] Fig.7 ein Foto einer Ausfuhrungsform der
erfindungsgemafen Vorrichtung, die einen Mikrochip
mit einer Mikrostrukturspitze auf der Oberseite des
Mikrochips umgeben von Reservoirs aufweist;

[0038] Fig.8 die betriebliche Reihenfolge eines
mehrstufigen Assays, der mit einer Ausfuhrungsform
der erfindungsgemalfien Vorrichtung durchgefiihrt
wird und folgende Schritte umfasst: A) Verbinden ei-
nes Mikrochips mit einer Mikrostrukturspitze, umge-
ben von einem Reservoir, mit einer elektrochemi-
schen Einheit (nicht gezeigt) und mit einer mikroflui-
dischen Kontrolleinheit 11, aus der verschiedene L6-
sungen oder sogar Luft 31-34 gepumpt, angesaugt
oder in der Mikrostruktur blockiert werden kdnnen; B)
Beladen einer Probe im Losungsreservoir 28; C) Ful-
len der Mikrostruktur mit der Probenlésung entweder
durch Kapillaritat oder Aspiration unter Verwendung
der mikrofluidischen Kontrolleinheit und Inkubation
der Probenlésung in der Mikrostruktur; D) Leeren der
Mikrostruktur durch Pumpen von Luft oder einer L6-
sung 31 in die Mikrostruktur, wodurch die Probenl6-
sung in das Reservoir 28 gedrickt und die Verbin-
dungsschlauche 10" mit einer oder einer Reihe von
Lésungen 32-34 geflllt werden; E) Ausgeben dieser
Lésungen in die Mikrostruktur; F) Durchfihren eines
elektrochemischen Assays (entweder beim Pumpen
einer oder aller Lé6sungen 31-32 in der Mikrostruktur
oder beim Blockieren einer oder sequentiell jeder die-
ser Lésungen in der Mikrostruktur);

[0039] Fig.9 die betriebliche Reihenfolge eines
mehrstufigen Assays, der mit einer Ausfuhrungsform
der erfindungsgemalfien Vorrichtung durchgefiihrt
wird, ahnlich der in Fig. 8 gezeigten Reihenfolge,
aber wo die Mikrostrukturspitze mit der Probenlésung

in Berihrung gebracht wird und wahlweise wo der
letzte Schritt die Ausgabe der Analytenldsung in ei-
nen Massenspektrometer 25 durch Erzeugung eines
Elektrosprays 26 umfasst; und

[0040] Fig. 10 ein Beispiel des Ergebnisses eines
elektrochemischen Assays, der mit einer Ausflih-
rungsform der erfindungsgemaRen Vorrichtung
durchgefiihrt wurde, das zeigt, wie elektrochemische
Signale zur Bestimmung der Genauigkeit des Lo-
sungsflusses unter Kontrolle der mikrofluidischen
Kontrolleinheit verwendet werden kdnnen. Diese Fi-
gur zeigt die zyklische voltammetrische Entstehung
des Nachweises von 500 uM Ferrocen-Methanol un-
ter forcierter Konvektion mit dem in Fig. 3a gezeigten
Mikrokanal bei 10 mV/s; der Einsatz zeigt die Entste-
hung des Plateaustroms bei 300 mV im Vergleich mit
der Flussrate zwischen 0,2 und 1,28 pl/h.

[0041] Das Grundkonzept der Erfindung lasst sich
mit Bezug auf die beiliegenden Figuren verstehen, in
denen die verschiedenen Ausfuhrungsformen der Er-
findung ausfuhrlich beschrieben sind. Es versteht
sich, dass jeder der in den Figuren gezeigten Kanale
eine integrierte Elektrode besitzt, um die Flusskont-
rolle wie hierin beschrieben zu ermdéglichen. Der Klar-
heit halber sind die Elektroden nicht immer gezeigt.

[0042] Fig. 1A und B zeigen ein Beispiel eines Mi-
krochips 1 mit verschiedenen Mikrokanal-Formen
von miniaturisierten Strukturen 2 (einzelne Mikroka-
nale und Netze aus miteinander verbundenen Mikro-
kanalen). Fig. 1A zeigt die Situation, in der der Chip
dreieckig zugeschnitten wird, wobei sich die Extremi-
tat im Rand des Mikrokanals befindet, und 1B zeigt
den Chip mit einer Extremitat des Kanals auf der Sei-
te des Mikrokanals. Jede dieser Mikrostrukturen ent-
halt eine oder eine Vielzahl von Spitzen 3 und Verbin-
dungsextremitaten 4. Eine dieser Mikrostrukturen
zeigt eine integrierte Elektrode 5, wahrend eine ande-
re Mikrostruktur integrierte Spulen 6 zeigt. Die Spitze-
nextremitaten der Mikrochips enthalten die Mikroka-
nal-Eingange. Diese Figur zeigt auch wie einige Elek-
troden 5 und Spulen 6 in die Kanale integriert werden
kénnen.

[0043] Das Netz aus Mikrokanalen auf der linken
Seite zeigt, dass zwei Mikrokanale in Beriihrung ge-
bracht werden kénnen, um eine Trennung und/oder
Reaktion von zwei Losungen durchzufihren, die
gleichzeitig aus den mikrofluidischen Spitzen ge-
pumpt wurden. Wie in der Mitte von Fig. 1 gezeigt ge-
hen mehr als zwei Mikrokanale in eine Kontaktzone
Uber, die eine Trennung und/oder Reaktion ermdg-
licht. In einigen Ausfihrungsformen sind die mikroflu-
idischen Spitzen nicht auf derselben Ebene angeord-
net, sondern sie bestehen aus einem mehrschichti-
gen Korper, der die Anordnung in den drei Dimensio-
nen ermdglicht.
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[0044] Die Mikrokanale kdnnen auch unterschiedli-
che Oberflacheneigenschaften haben, um die Ad-
sorption einiger Verbindungen an den Wanden zu
vermeiden oder zu begunstigen.

[0045] Die Mikrokanale kdnnen auch mit einigen po-
résen Verbindungen modifiziert werden, z.B. mit Po-
lycarbonat-Membranen, mikroporésen Teflon- oder
anderen Polymeren, die die spezifische Diffusion von
Gas oder Flussigkeit ermoéglichen. Dies kann bei-
spielsweise angewendet werden, wenn die in den Mi-
krokanalen durchgefihrten Reaktionen oder Assays
Gas erzeugen, das eliminiert werden muss, oder
wenn ein lonentransferversuch an der Schnittstelle
zwischen zwei Flissigkeiten durchgefuhrt werden
muss (wobei eine Phase beispielsweise in dieser po-
résen Membran unterstiitzt wird). Auch kénnen vor-
teilhaft Membranen zur physikalischen Trennung von
zwei Ldsungen oder Phasen in die Mikrochip-Vorrich-
tung integriert werden. Dartber hinaus kann ein sol-
ches pordses Material auch zur Reinigung einer Pro-
be durch Adsorption einer in der Probe vorliegenden
Verbindung verwendet werden.

[0046] In der vorliegenden Erfindung kann das flui-
dische Kontrollsystem ein Aspirationssystem (z.B.
mit mechanischem oder Druckpumpen), eine Kapil-
larkraft-Strémungsvorrichtung oder eine elektrokine-
tisch angetriebene Strdmungsvorrichtung sein. Die
fluidische Kontrollvorrichtung kann das Befillen
und/oder Entleeren der Mikrokandle gestatten. Das
fluidische Kontrollsystem kann mit einer automati-
schen Vorrichtung verbunden sein, die die sequenti-
elle Verdrangung der Mikrochips in x-, y- und/oder
z-Richtung gestattet. In einer anderen Ausfuhrungs-
form kann die fluidische Kontrollvorrichtung eine ein-
fache Mikropipette sein, die mechanisches Pumpen
und manuelles Verdrangen der Mikrochips gestattet.

[0047] In einigen Ausfihrungsformen kann die ma-
nuelle oder automatische Verdrangungsvorrichtung
die Modifikation der Orientierung der Mikrokanale ge-
statten, um den Expositionswinkel der Spitzenextre-
mitaten der Mikrokanale zu verandern.

[0048] Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung
(A: Seitenansicht; B: Draufsicht) einer erfindungsge-
maRen Vorrichtung. Der Mikrochip 1 umfasst eine
Reihe von acht miniaturisierten Strukturen, die je-
weils aus einem Mikrokanal 2, einer Spitze 3 und ei-
ner Verbindungsextremitat 4 bestehen. Dieser Mikro-
chip wird in einen Halter 7 gelegt, der so hergestellt
ist, dass er die prazise Ausrichtung der Verbindungs-
extremitaten 4 mit der mikrofluidischen Kontrollein-
heit 11 Uber Leitungen, Schlauche und/oder Kapilla-
ren 10, 10’ gestattet. Die Vorrichtung umfasst ferner
elektrische Verbindungen 12, die die Verbindung der
elektrochemischen Einheit 13 mit den in den miniatu-
risierten Strukturen integrierten Elektroden 14 und
den elektrischen Auflagen 15 im Mikrochip gestattet

(wobei diese elektrischen Verbindungen nur fir eine
der acht Mikrostrukturen gezeigt sind).

[0049] In einer Ausfiuhrungsform kann eine Proben-
I6sung in die Mikrostrukturen der Vorrichtung gela-
den werden, indem ein Tropfen der Losung auf jede
Mikrokanalspitze 3 gegeben wird. Die Mikrokanale 2
werden dann durch Kapillaritat oder Aspiration unter
Verwendung der fluidischen Kontrolleinheit 11 gefillt
(nachdem der Verbindungstrager 16' durch Aufbrin-
gen von Druck auf die Federn 17, um Dichtigkeit aus-
zulésen, auf den Mikrochips festgeklemmt wurde).

[0050] Danach kann die Probenlésung mit der mi-
krofluidischen Kontrolleinheit aus der Mikrostruktur
geholt werden (beispielsweise durch Absaugen oder
Pumpen von Luft oder einer anderen Ldsung). Die
Mikrostrukturen kénnen dann gefiillt und wieder ge-
leert werden, um weitere Analyseschritte durchzufiih-
ren.

[0051] In einer anderen Ausfuhrungsform kann die
Probenlésung durch Pumpen mit der mikrofluidi-
schen Kontrolleinheit in die Mikrostrukturen einge-
fuhrt werden, um die Flussrate bei der Probeneinfiih-
rung zu kontrollieren. Dann werden die Spitzen der
Mikrostrukturen entweder als Schnittstellen zu den
Abfallreservoirs oder als Ausgabesysteme verwen-
det.

[0052] Die elektrochemische Einheit kann auch in
jedem Schritt des Beflillen, Entleerens oder Blockie-
rens der Probenlésung in den Mikrostrukturen ver-
wendet werden, um einen elektrochemischen Assay
durchzufihren. In einigen Anwendungen wird der
elektrochemische Assay (z.B. Reduktion oder Oxida-
tion einer elektroaktiven Verbindung oder Leitfahig-
keit oder Impedanzmessungen) bei allen Full- und
Leerungsschritten der Analyse durchgefiihrt, um ein
Signal zur Messung der richtigen Kontrolle der Mikro-
fluidik in jeder Mikrostruktur zu erhalten.

[0053] In einer anderen Ausfiihrungsform wird die
Vorrichtung zur Kontrolle der Befiillung der Probe in
der Mikrostruktur verwendet. Dazu kann der Chip
vorteilhaft in der Vorrichtung platziert werden, bevor
die Spitze mit der Probe in Berlhrung kommt. In die-
sem Fall ist die Mikrostruktur bereits vor der Applika-
tion der Proben mit der mikrofluidischen Kontrollein-
heit verbunden. Wenn der Mikrochip fest mit der mi-
krofluidischen Kontrolleinheit verbunden ist, wird Luft
in der Mikrostruktur blockiert und kann nicht entwei-
chen (keine Entliftungsmoglichkeit). Auf diese Weise
kann diese Probe, wenn die Mikrostruktur mit der
Probe in Berlihrung gebracht wird, die Mikrostruktur
nicht fullen (es kann kein Kapillarfluss erfolgen), und
dies kann durch die integrierte Elektrode und die
elektrochemische Einheit Gberprift werden. Damit
die Probe die Mikrostruktur fillen kann, muss mit der
mikrofluidischen Kontrolleinheit Gegendruck aufge-
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bracht werden. In einer anderen Ausfihrungsform
kann der Mikrochip auch von der mikrofluidischen
Kontrolleinheit gelést werden (beispielsweise durch
Betatigen eines Klemmsystems zur Gewahrleistung
einer flussigkeitsdichten Verbindung zwischen der
Mikrostruktur und der mikrofluidischen Kontrollein-
heit), so dass Luft aus der Mikrostruktur durch das
Verbindungsende entweichen und die Mikrostruktur
durch Kapillaritat geftillt werden kann. Nach dem Fiil-
len wird die mikrofluidische Kontrolleinheit wieder
verbunden, damit die Probe in der Mikrostruktur blo-
ckiert wird oder die Probe und/oder anderen Lésun-
gen gepumpt oder geschoben werden. Diese Kon-
trolle der Befiillung der Probe ist sehr hilfreich, um
den Anfangspunkt der Reaktion (d.h. Zeit gleich Null)
prazise festzulegen, was fiir die Genauigkeit der Ver-
suche, die von der Reaktionszeit abhangen (wie bei-
spielsweise enzymatische Tests) von groter Wich-
tigkeit ist. Dieses Blockierverfahren mit der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung gestattet die Verbesse-
rung der Genauigkeit der Assays und ihre Reprodu-
zierbarkeit.

[0054] In einer anderen Ausfiihrungsform kann der
Chip eine hydrophobe Barriere aufweisen, um die
Kapillarfullung der Probe zu verhindern. Dies wird
wiederum durch die im Mikrokanal liegende Elektro-
de kontrolliert. In diesem speziellen Fall muss der Mi-
krochip aber bei der Applikation der Probe auf der Mi-
krostrukturspitze nicht mit der mikrofluidischen Kon-
trolleinheit verbunden werden.

[0055] In einigen Ausflihrungsformen wird die mi-
krofluidische Kontrolleinheit wahrend der Analyse
verwendet, um eine Analytenlésung in den Mikro-
strukturen zu blockieren. Die elektrochemische Ein-
heit kann dann vorteilhaft zur Induktion eines Moleku-
larflusses durch Anlegen eines Potentials verwendet
werden; in einer solchen Analyse kann die erfin-
dungsgemale Vorrichtung somit zur Durchflihrung
von Elektrophorese-Versuchen verwendet werden.

[0056] Fig. 3 zeigt, wie die Mikrochips mit einer mi-
krofluidischen Kontrolleinheit 11 verbunden werden
kdnnen, die in diesem Fall ein halbautomatisches As-
pirationssystem ahnlich einer Pipettiervorrichtung ist,
die die Abgabe der Reagenzien in die Mikrokanale 2
und die Verdrangung der Mikrochips 1 in die x-, y-
und z-Richtungen gestattet. Die Spitzen der Mikro-
strukturen 3 werden nacheinander in eine Reihe von
Lésungsreservoirs 18 eingetaucht (hier als Vertiefun-
gen einer Mikrotiterplatte gezeigt), die verschiedene
Reagenzien, Puffer und/oder Waschlésungen enthal-
ten. Die Mikrokanale 2 werden so nacheinander mit
den Reagenzien, Puffer und/oder Waschlésungen fir
die Reaktionen des Assays geflillt.

[0057] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kann
die Erfindung auf dem Gebiet der kombinatorischen
Chemie verwendet werden, wobei Moleklle auf die

Oberflache der Mikrostrukturen gepfropft werden und
mit anderen Molekilen fiir die Synthese neuer Ver-
bindungen kombiniert werden, die dann freigesetzt
und analysiert werden.

[0058] In einigen Ausflihrungsformen, wo die in den
Mikrokanalen durchgefiihrten Reaktionen oder As-
says endothermisch sind, kann die Spitze durch Inku-
bation der Mikrochips in einer thermostatisierten
Kammer oder durch Durchleiten von Strom durch die
integrierten Elektroden oder Spulen wie in Fig. 1
schematisch gezeigt erhitzt werden. Umgekehrt kann
die Temperatur der Lésung auch verringert werden,
um die Reaktion zu stoppen.

[0059] In einigen Ausfihrungsformen kann die Er-
findung zur Durchfiihrung von homogenen oder hete-
rogenen (bio)chemischen Assays in den Mikrokana-
len verwendet werden. Diese Assays konnen ein
hochspezifisches (biologisches) Erkennungselement
umfassen, wie beispielsweise ohne Einschrankung
ein Enzym, Antikdrper, Antigen, Hapten, Nukleinsgu-
re, Oligonucleotid oder Peptid. Das (biologische) Er-
kennungsinstrument kann dann in Losung verwendet
werden. Eine kovalente Bindung kann auch in den
Mikrokanalen mit chemischen Verbindungen erzielt
werden, die spezifische (biologische) Erkennung er-
moglichen. In diesem Fall kénnen die fur die Assays
bendtigten Reagenzien vor den Messungen in eine
ELISA-Platte gelegt werden. Die Mikrokanale kénnen
somit beispielsweise zur Durchfiihrung von homoge-
nen oder heterogenen Immunassays verwendet wer-
den.

[0060] Die Mikrokanale kénnen auch spezifische
Merkmale flir die Durchfihrung der Trennung
und/oder Reinigung enthalten. Dazu kann mindes-
tens ein Teil des Mikrokanals eine kovalent oder phy-
sikalisch adsorbierte Verbindung oder eine heteroge-
ne Phase enthalten (wie ein Gel, eine Membran, Per-
len und dergleichen).

[0061] Fig. 4 fasst die Grundsatze und die aufeinan-
derfolgenden Schritte zusammen, die zur Durchflih-
rung eines Sandwich-Immunassays in Mikrochips 1
mit mindestens einer Elektrode 14 wie in der vorlie-
genden Erfindung verwendet zusammen. Der Mikro-
kanal 2 ist mit einer L6sung aus einem fiir den Analy-
ten spezifischen Antikdrper 20 gefiillt. Der Antikdrper
wird dann an den Wanden der Mikrokanale adsor-
biert. Die Oberflache wird dann durch Inkubation des
Blockiermittels 21 (z.B. eine Lésung von BSA) blo-
ckiert. Dieses Blockiermittel adsorbiert an den Stellen
der Kanalwande, die nach der Adsorption des Anti-
korpers 20 frei geblieben sind. Dies verhindert die
nichtspezifische Bindung, die in den folgenden
Schritten des Assays erfolgen kénnte. Die zu analy-
sierenden Proben werden dann inkubiert, was zur
Bindung des gewlinschten Analyten 22 mit dem Anti-
korper 20 fihrt. Der letzte Schritt umfasst die Inkuba-
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tion eines fir den Analyten spezifischen markierten
konjugierten Antikdrpers 23. Zwischen jedem Schritt
werden die Kanale normalerweise mit Wasser oder
Pufferldésungen gewaschen, um die nicht fixierten
Verbindungen zu eliminieren. Der Nachweis des
Sandwich-Komplexes kann dann durchgefiihrt wer-
den. Unterschiedliche Nachweisprinzipien kénnen je
nach (Bio)chemie des Assays verwendet werden.
Wahrend den dem Nachweis des Sandwich-Komple-
xes vorausgehenden Schritten wird ein elektrochemi-
scher Assay durchgefiihrt, um die Wirksamkeit der
mikrofluidischen Kontrolleinheit zu bestimmen. Bei-
spielsweise gestatten Leitfahigkeitsmessungen eine
Beurteilung, ob die gesamten Mikrostrukturen mit L6-
sung gefillt sind; ahnlich kbnnen amperometrische
Messungen durchgefiihrt werden, um die Wirksam-
keit der verschiedenen Schritte des Assays zu beur-
teilen.

[0062] Die Assays oder Reaktionen, die in den Mi-
krokanalen durchgefiuhrt werden, kénnen mit ver-
schiedenen Grundsatzen bestimmt werden, ein-
schliellich ohne Einschrédnkung Lumineszenz (Fluo-
reszenz, UV/Vis, Biolumineszenz, Chemilumines-
zenz, Elektrochemilumineszenz), Elektrochemie
oder Massenspektrometrie.

[0063] In einigen Ausflihrungsformen sind die Mi-
krochips Uber eine Schnittstelle mit einem Detektor
auf der AuRenseite der Mikrokanale verbunden. In
diesem Fall kann der Detektor beispielsweise eine
Photomultiplikator-Réhre oder ein Massenspektro-
meter sein.

[0064] Vor dem Nachweisschritt kann die im Mikro-
kanal enthaltene Ldésung einem Reinigungs-
und/oder Trennschritt unterworfen werden (beispiels-
weise mit Chromatographie, selektiven Membranen,
Filtern oder elektrophoretischer Trennung).

[0065] Fig. 5 zeigt, wie die Spitzenenden 3 der Mi-
krochips 1 Uber eine Schnittstelle mit einem Massen-
spektrometer 25 zum Nachweis eines Molekdls ver-
bunden werden kénnen. Am Ende beispielsweise ei-
ner immunologischen Reaktion in den Mikrokanalen
2 wird der Komplex desobiert und eluiert. Die Spitze-
nextremitat 3 wird dann zur Injektion des Eluats in
den Massenspektrometer durch Erzeugung eines
Elektrosprays 26 verwendet. Dazu muss die Lésung
mit einer Elektrode und einer elektrochemischen Ein-
heit in Kontakt gebracht werden, die zum Anlegen ei-
ner hohen Spannung zwischen der Mikrostruktur und
dem Massenspektrometer dient. Fig. 5 zeigt eine sol-
che Elektrode 14, die in verschiedenen Positionen in
den Mikrokanalen oder in der Verbindungsextremitat
4 der Mikrostruktur platziert werden kann. Wenn die-
se Elektrode in den Mikrokanal integriert wird, wird
vorzugsweise ein Leitpfad 15 direkt auf dem Mikro-
chip hergestellt; die Elektrode wird dann Uber elek-
trisch leitfahige Verbindungen 12 (z.B. abgeschirmte

Kabel) weiter in die elektrochemische Einheit ge-
steckt.

[0066] In einigen Ausfiihrungsformen kann der De-
tektor in die Mikrokanale integriert werden. In diesem
Fall kann der Wandler beispielsweise eine Elektrode
oder eine Photodiode sein.

[0067] In anderen Ausflihrungsformen wird die Mi-
krokanalspitze nicht zum Fillen im Mikrokanal mit der
interessierenden Lésung sondern zum Ausgeben der
Lésung aus dem Mikrokanal in eine anderen Trenn-,
Reinigungs- oder Nachweisvorrichtung verwendet.
Dazu gestattet die mikrofluidische Kontrolleinheit die
Kontrolle des aus den Mikrostrukturspitzen ausgege-
benen Lésungsvolumens. Beispielsweise kann der
Mikrokanal als Elektrospray-Schnittstelle fir die
MS-Analyse verwendet werden. In einer anderen
Ausfihrungsform kann der Mikrochip horizontal plat-
ziert werden und eine Reihe von Lésungsreservoirs
(z.B. eine Mikrotiterplatte) kann vertikal angeordnet
werden, um die Probenentnahme in den Mikrostruk-
turen und dann die Ausgabe der Lésung in den Mas-
senspektrometer zu erleichtern.

[0068] Fig. 6 zeigt mehrere Ansichten eines Bei-
spiels einer erfindungsgemafien Vorrichtung, in der
Lésungsreservoirs 18 mit den Mikrostrukturspitzen 3
in Kontakt gebracht werden, um eine Reihe von Mi-
krokanalen mit Analytenlésungen zu fillen. Es ist of-
fensichtlich, dass der Mikrochip oder die Lésungsre-
servoirs in allen x-, y- und z-Richtungen verdrangt
werden koénnen. Der die Mikrostrukturen unterstut-
zende Mikrochip wird in einen Halter gelegt, der eine
Verbindung mit der elektrochemischen Einheit und
der mikrofluidischen Kontrolleinheit (nicht gezeigt)
Uber elektrische Verbindungen 15 und Schlauche 10’
ermdglicht. In diesem Fall kann der Mikrochip eine
Festphase enthalten, um Entsalzung, spezifische Af-
finitdtsassays und andere Probenvorbereitungen zu
ermdglichen. Eine Spruhldsung, die beispielsweise
aus Methanol, Acetonitril und saurer Losung besteht,
kann in den Schlauchen 10" aufbewahrt werden und
kann zur Desorption von Proben dienen, die zuvor im
Mikrochip immobilisiert wurden. In einer Ausfuh-
rungsform kénnen Mikroperlen in eine Reservoir zwi-
schen dem Chip und der mikrofluidischen Kontrol-
leinheit platziert werden, um die Vorbehandlung der
Probe (z.B. Entsalzung oder Affinitdtsreaktionen) vor
den Masenspektrometer-Analysen zu ermoglichen.

[0069] In einigen Ausflihrungsformen ist die Mikro-
strukturspitze ein Einlass auf der Seite des Mikro-
chips in Kontakt mit der zu analysierenden Probenl6-
sung. Fig. 7 zeigt ein Beispiel einer solchen Mikro-
strukturspitze, die in eine erfindungsgemafie Vorrich-
tung eingefihrt ist. In diesem Beispiel kbnnen Reser-
voirs 28 auf der Oberseite der Mikrostrukturspitzen
integriert sein, damit die Probenldsung Gber die Spit-
zen in die Mikrostrukturen abgegeben werden kann.
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Die Lésung kann dann entweder durch Kapillarwir-
kung oder durch Aspiration aus der Verbindungsext-
remitat in die Mikrostrukturen eindringen. In einigen
Ausfuhrungsformen kann der Mikrochip so mit der
fluidischen Kontrollvorrichtung verbunden werden,
dass Kapillarfullung durch den Gegendruck, der von
der fluidischen Kontrollvorrichtung gewahrleistet
wird, verhindert wird. Die Probe kann erst in den Ka-
nal eindringen, wenn die fluidische Kontrollvorrich-
tung aspiriert. Fig. 7 zeigt die elektrochemische Kon-
trolleinheit 13 mit ihren elektrischen Verbindungen
12, die zur Durchfiihrung der elektrochemischen As-
says in jeder Mikrostruktur verwendet wird.

[0070] Fig. 8 und Fig. 9 zeigen die Reihenfolge ei-
nes mit einer erfindungsgemafen Vorrichtung durch-
geflhrten Assays bei der Ausgabe der Probe und der
Reagenzien in die Mikrostrukturen und mit zwei ver-
schiedenen Designs von Mikrostrukturspitzen. In
Fig. 8 ist ein Reservoir auf dem Spitzenende der Mi-
krostruktur integriert und gewahrleistet den Kontakt
der Lésung mit dem Chip. Es ist beachtenswert, dass
dieses Reservoir zur Aufnahme aufeinanderfolgen-
der Loésungen zur Durchfihrung von mehrstufigen
Assays wie z.B. Synthesen, Analysen und so weiter
verwendet werden kann. In einer Ausfihrungsform
kdnnen verschiedene Reagenzien 32, 33 und 34 in
die Verbindungsschlauche 10' ohne turbulente Stro-
mung geladen und mit einem inerten Lésungsmittel
oder sogar mit einer Gasblase 31 getrennt werden.
Durch Pumpen der verschiedenen Reagenzien in
den Mikrochip kann eine Reaktion ausgel6st werden,
beispielsweise aber ohne Einschrankung ELISA, Af-
finitdtsassays, Waschschritte, Entsalzungsschritt
usw.

[0071] In einigen Ausfiihrungsformen koénnen die
Reagenzien 31 bis 35 Perlen enthalten, die durch die
mikrofluidische Kontrolleinheit so gepumpt werden,
dass sie am Ende der Verbindungsschlauche (10')
oder an der gewiinschten Stelle in der Mikrostruktur
gepackt werden. Diese Perlen kdnnen verschiedene
physikalisch-chemische Eigenschaften aufweisen
und auch mit Molekilen je nach Verwendung dieser
Perlen funktionalisiert werden. Das Hinzufigen sol-
cher Perlen kann beispielsweise zum Entsalzen einer
Lésung, zur Durchfihrung einer Affinitatsreaktion
oder zur Synthetisierung von Verbindungen durch
kombinatorische Chemie verwendet werden, wobei
zu beachten ist, dass die Molekule vorher auf diese
Perlen gepfropft wurden. In bestimmten Anwendun-
gen kann auch eine Membran zwischen den Verbin-
dungsschlauchen (10') und dem Verbindungsende
der Mikrostruktur (4) platziert werden, so dass Filtra-
tion oder verschiedene Reaktionen, wie z.B. Adsorp-
tion, Desorption, Entsalzung, enzymatische Assays
und so weiter durchgefiihrt werden kénnen.

[0072] Die Integration von Perlen oder einer Memb-
ran in der erfindungsgemafien Vorrichtung ist beson-

ders bei der massenspektrometrischen Analyse von
Interesse, wenn eine systematische Entsalzung der
Probe im Allgemeinen vor der Injektion in den Mas-
senspektrometer erforderlich ist. Die obigen Merkma-
le kdnnen somit vorteilhaft bei Anwendungen ver-
wendet werden, wo die vorliegende Vorrichtung bei-
spielsweise zur Injektion von Proben in einen Mas-
senspektrometer durch Elektrospray-lonisation (ESI)
aus dem Mikrochip oder zur Ausgabe von Proben auf
spezielle Platte fir massenspektrometrische Mes-
sungen unter Verwendung von matrixunterstutzter
Laserdesorption-lonisation (MALDI) verwendet wer-
den kann.

[0073] In einer anderen Ausfihrungsform wird der
Assay durchgefihrt, wahrend sich die Spitze mit der
Vertiefung fir die Probenbeladung in Kontakt befin-
det.

[0074] In einer anderen Ausflhrungsform ist der
Kontakt zwischen der Verbindungsextremitat 4 der
Mikrostruktur und der mikrofluidischen Kontrolleinheit
11 nicht eng (siehe Fig. 2) und gestattet das Befullen
des Mikrochips durch Kapillarwirkung. Es ist wichtig
hierbei zu beachten, dass der Fluss der L6sung am
Ende der Mikrostruktur enden sollte. Dazu kann eine
hydrophobe Schicht wahlweise um den Ausgang der
Mikrostruktur platziert werden, wodurch eine Kreuz-
kontamination der Vorrichtung vermieden wird. Nach
dem Fullen der Probe kann auf den oberen Teil des
Tragers 7', der als Verbindung zwischen dem Mikro-
chip und der mikrofluidischen Kontrolleinheit dient,
Druck aufgebracht werden, um eine feste Dichtung
zu erhalten und Austreten der Lésung zu verhindern.
In diesem Stadium kann die Lé6sung zum und durch
den Mikrochip gepumpt werden, ohne die mikrofluidi-
sche Kontrolleinheit zu kontaminieren. Eine Aufein-
anderfolge von verschiedenen Analyten kann dann in
den Mikrostrukturen gepumpt werden, um verschie-
dene Loésungen wie in Eig. 3 und Fig. 4 und in der
Reihenfolge von Fig. 8 und Fig. 9 gezeigt zu platzie-
ren. Der fluidische Schlauch sollte einen solchen In-
nendurchmesser aufweisen, dass er die Erzeugung
von turbulenten Strémungen verhindern kann und
dass Segmente verschiedener Losungen zum Chip
gepumpt werden kdnnen, wobei Lésungssegmente
durch eine Luftblase voneinander getrennt sind. Jede
Waschlésung, jeder sekundare Antikdrper oder wei-
tere Reagenzienlésungen (z.B. ein Enzymsubstrat)
kénnen beispielsweise mit einem Luftblasensegment
zu ihrer Trennung in die Réhren vorgeladen werden.
Durch Pumpen dieser Lésungen durch die Mikro-
strukturen kann dann der gesamte Sandwich-Immu-
nassay ohne Manipulationen und ohne Hinzufiigen
externer Reagenzien durchgefuhrt werden.

[0075] Als Demonstration der erfindungsgemafien
Vorrichtung wurden Versuche durch Verbinden des
Mikrochips mit einer Spritzenpumpe durchgefihrt,
die als mikrofluidische Kontrolleinheit dient, um for-
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cierte Konvektion, in eine Reihe von Mikrostrukturen
zu bringen. Nur ein Mikrokanal ist in die erfindungs-
gemalie Vorrichtung integriert, die der in Fig. 6 ah-
nelt, aber nur eine mikrofluidische Verbindung auf-
weist. Die hier verwendeten Mikrochips sind 75 Mi-
kron Polyimid-Folien, in denen Mikrostrukturen mit ei-
nem 100 x 60 x 10.000 ym groRen Mikrokanal mit ei-
ner Spitze und einer Verbindungsextremitat an jedem
Ende des Mikrokanals durch Plasmaatzen gefertigt
sind. Diese Mikrostrukturen umfassen ferner
Gold-Mikroelektroden und Leitpfade, die mit einem
Potentiostat verbunden sind, der die zur Durchfih-
rung des elektrochemischen Assays, bei dem es sich
hier um die Oxid-Reduktion einer wassrigen Lésung
von 500 ym Ferrocen-Methanol handelt, verwendete
elektrochemische Einheit ist. Die zyklische voltam-
metrische Antwort bei einer Scanrate von 10 mV/s als
Funktion der Flussrate (zwischen 0,2 und 128 pl/h),
ausgel6st durch eine 100 pl Spritze, wurde aufge-
zeichnet und ist in Fig. 10 dargestellt. Der Einsatz in
Fig. 10 zeigt ferner die Entstehung des Plateaus-
troms bei einem angelegten Potential von 300 mV
versus Silber/Silberchlorid als Funktion der Flussra-
te. Die Intensitat des Stroms héangt stark von der
Flussrate ab, weil die erzwungene Konvektion die
Diffusionsschicht oberhalb der Elektrode standig er-
neuert.

Patentanspriiche

1. Mikrofluidische elektrochemische Testappara-
tur, umfassend:
mindestens einen Mikrochip, wobei der oder jeder Mi-
krochip mindestens einen versiegelten Mikrokanal
besitzt, der mikrofluidische Manipulationen gestattet
und folgende Teile aufweist: ein Spitzenende, das zur
Aufnahme einer Fluidprobe in den Mikrokanal
und/oder zur Abgabe einer Fluidprobe aus dem Mi-
krokanal befahigt ist; ein mikrofluidisches Verbin-
dungsende; und eine in den Mikrokanal so integrierte
Elektrode, dass sie in direktem Kontakt mit einem im
Mikrokanal anwesenden Fluid steht;
eine mikrofluidische Steuereinheit, die mit dem mi-
krofluidischen Verbindungsende des Mikrokanals in
Verbindung steht und Fluids im Mikrokanal dricken,
ziehen oder blockieren kann;
gekennzeichnet durch ein elektrochemisches Gerat
zur Uberwachung tiber die mindestens eine integrier-
te Elektrode der Anwesenheit, Geschwindigkeit oder
Strémung eines Fluids am Ort der mindestens einen
integrierten Elektrode durch elektrochemische Mes-
sung einer Reduktions- oder Oxidationsreaktion dar-
auf.

2. Apparatur nach Anspruch 1, worin ein Signal,
das aus der Uberwachung der Anwesenheit von Fluid
resultiert, zur Uberpriifung des endgliltigen Tester-
gebnisses verwendet werden kann.

3. Apparatur nach Anspruch 1, worin ein Signal,

das aus der Uberwachung der Geschwindigkeit oder
Strdmung des Fluids resultiert, zur Kalibrierung oder
Korrektur des endgiiltigen Testergebnisses verwen-
det werden kann.

4. Apparatur nach Anspruch 1, 2 oder 3, umfas-
send eine Vielzahl von Mikrokanalen in ein oder meh-
reren Mikrochips, die die gleichzeitige elektrochemi-
sche Messung in mehr als einem Mikrokanal gestat-
ten.

5. Apparatur nach Anspruch 1, worin die mikroflu-
idische Steuereinheit eine Pumpe oder ein Pipettier-
system umfasst.

6. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, ferner umfassend ein Ventil, das zwi-
schen der mikrofluidischen Steuereinheit und dem
mikrofluidischen Verbindungsende des mindestens
einen Mikrokanals angeordnet ist.

7. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin der oder jeder Mikrochip aus Poly-
mer, Glas, Quarz oder einer Kombination dieser Stof-
fe besteht.

8. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin der oder jeder Mikrochip ein Ein-
wegprodukt ist.

9. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Ansprliche, worin, der oder jeder Mikrochip durch La-
serphotoablation, Spritzguss, Pragen, Plasmaatzen,
Elastomerguss, Silikontechnologie oder eine Kombi-
nation dieser Techniken hergestellt wird.

10. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, ferner umfassend Tragermittel, die den
bzw. die Mikrochip(s) relativ zu der mikrofluidischen
Steuereinheit tragen kénnen, so dass eine flussig-
keitsdichte Verbindung zwischen ihnen sichergestellt
wird.

11. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, ferner umfassend einen Detektor, der auf
der AuBenseite des oder jedes Mikrokanals angeord-
net ist, wobei der Detektor bzw. die Detektoren mit
dem Mikrochip bzw. den Mikrochips verbunden sind.

12. Apparatur nach Anspruch 11, worin der De-
tektor ein Photomultiplikator, ein Massenspektrome-
ter oder ein Kernspinsystem (NMR) ist.

13. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin der Mikrochip ein Netz oder eine
Reihe von miteinander verbundenen Mikrokanalen
umfasst.

14. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin eine Polymerschicht zum Versie-
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geln der Mikrostruktur laminiert oder aufgeklebt ist.

15. Apparatur nach Anspruch 14, umfassend
eine Anordnung von miteinander verbundenen Mi-
krokanalen, in denen eine Vielzahl von Mikrokanalen
zu einem einzelnen Mikrokanal konvergieren, wobei
diese Anordnung eine einzelne Mikrokanalspitze und
eine Vielzahl von mikrofluidischen Verbindungsen-
den oder eine Vielzahl von Mikrokanalspitzen und ein
einzelnes mikrofluidisches Verbindungsende um-
fasst.

16. Apparatur nach Anspruch 14, worin die mit-
einander verbundenen Mikrokanale nicht in dersel-
ben Ebene des Mikrochips angeordnet sind, sondern
in drei Dimensionen erzeugt werden.

17. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin mindestens ein Teil der Wande des
Mikrokanals durch chemische, biologische oder phy-
sikalische Mittel oder durch Bereitstellung eines po-
résen Materials oder durch eine Kombination dieser
Mittel modifiziert ist.

18. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin der Mikrokanal eine Festphase
umfasst.

19. Apparatur nach Anspruch 18, worin die Fest-
phase Molekiile, eine Membran, ein Gel, ein Sol-Gel
oder Perlen umfasst.

20. Apparatur nach Anspruch 18 oder 19, ferner
umfassend Molekiile, die auf mindestens den Teil der
Wande des Mikrokanals und/oder auf die Membran,
das Gel, Sol-Gel oder die Perlen aufgepfropft sind.

21. Apparatur nach Anspruch 20, worin die Mole-
kile Proteine, Peptide, Antigene, Antikdrper, Enzy-
me, Oligonucleotide, Nucleinsdauresequenzen, Hap-
tene oder eine Kombination daraus sind.

22. Apparatur nach Anspruch 20 oder 21, worin
die Molekiile durch physikalische oder chemische
Adsorption, durch kovalente Bindung oder durch eine
Kombination dieser Methoden aufgepfropft sind.

23. Apparatur nach Anspruch 19 bis 22, worin die
Membran zwei Lésungen oder Phasen physikalisch
voneinander trennt.

24. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die Spitze am Rand des Mikrochips
geformt ist.

25. Apparatur nach Anspruch 24, worin sich die
Spitze zum Ende des Mikrochips hin verjingt.

26. Apparatur nach Anspruch 24 oder 25, worin
die Spitze eine pyramidenférmige, parallelflache oder

konische Gestalt aufweist.

27. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die Spitze Uber die mindestens ei-
ne, im Mikrokanal integrierte Elektrode ein Elektro-
spray erzeugen kann.

28. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die Spitze in ein Fluidreservoir inte-
griert ist oder von diesem umgeben wird.

29. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, worin die Spitze eine Elektrode umfasst.

30. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin ein Tragermittel ein Klemmsystem
umfasst, um die flussigkeitsdichte Verbindung zwi-
schen dem (den) mikrofluidischen Verbindungsen-
de(n) und der mikrofluidischen Steuereinheit zu ge-
wahrleisten.

31. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin die Apparatur und/oder der Mikro-
chip in x-, y- und/oder z-Richtung entweder von Hand
oder mit einer automatischen Vorrichtung verscho-
ben werden kann.

32. Apparatur nach Anspruch 31, worin die ma-
nuelle oder automatische Vorrichtung die Verande-
rung der Orientierung des Mikrochips gestattet, um
den Orientierungswinkel der Mikrokanalspitze zu ver-
andern.

33. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, ferner umfassend eine Temperaturkont-
rolleinheit, eine elektrische Isolierkammer (beispiels-
weise ein Faradayscher Kéafig) und/oder eine Evapo-
ration verhindernde Kammer mit Feuchtigkeitskont-
rolle.

34. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, worin die elektrochemische Einheit, die
mikrofluidische Steuereinheit, und wenn vorhanden,
das Tragermittel in eine einzelne Plattform integriert
sind, um ein tragbares System zu ergeben.

35. Apparatur nach einem der vorhergehenden
Anspriche, die ferner mit einem Computer verbun-
den und/oder in diesen integriert ist.

36. Verfahren zur Durchfihrung eines mikrofluidi-
schen Tests mit elektrochemischer In-situ-Uberwa-
chung der Anwesenheit, Geschwindigkeit oder Stro-
mung eines Fluids in einem Mikrokanal unter Ver-
wendung der Apparatur nach einem der vorherge-
henden Anspriiche, wobei das Verfahren folgende
Schritte umfasst:

(a) Inberdhrungbringen einer Probe mit der Mikroka-
nalspitze;
(b) Fullen des Mikrokanals mit der Probe, entweder

12/25



DE 602 14 851 T2 2007.11.15

durch Kapillarwirkung oder durch Pumpen oder Aspi-
rieren der Probe mittels der mikrofluidischen Steuer-
einheit;

(c) Verwenden der mikrofluidischen Steuereinheit
zum Ziehen, Driicken oder Blockieren der Probe in
den Mikrokanal,

(d) Betatigen der elektrochemischen Einheit zur
Uberwachung (ber die mindestens eine integrierte
Elektrode der Anwesenheit, Geschwindigkeit oder
Strémung eines Fluids am Ort der mindestens einen
integrierten Elektrode durch elektrochemische Mes-
sung einer Reduktions- oder Oxidationsreaktion dar-
auf; und

(e) wahlweise Wiederholen der Schritte (a) bis

(d) oben.

37. Verfahren nach Anspruch 36, worin Schritt (d)
die Uberwachung der Anwesenheit des Fluids um-
fasst und das in Schritt (d) erhaltene Signal zur Uber-
prufung des Ergebnisses des mikrofluidischen Tests
verwendet wird.

38. Verfahren nach Anspruch 36, worin Schritt (d)
die Uberwachung der Geschwindigkeit oder Stro-
mung des Fluids umfasst und das in Schritt (d) erhal-
tene Signal zur Kalibrierung oder Korrektur des Er-
gebnisses des mikrofluidischen Tests verwendet
wird.

39. Verfahren nach Anspruch 36, 37 oder 38, wo-
rin eine Vielzahl von Proben und/oder Lésungen mit-
tels der mikrofluidischen Steuereinheit in den Mikro-
kanal eingebracht werden.

40. Verfahren nach Anspruch 39, worin die ande-
ren LOsungen Waschlésungen, Pufferlésungen
und/oder Reagenzlésungen sind.

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
40, worin das Fluid, die Probe(n) oder die andere(n)
Lésung(en) einen Antikdrper, ein Enzym, ein Oligo-
nucleotid, ein Hapten, ein DNA-Molekdl, eine Nucle-
insduresequenz oder dergleichen enthalten.

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
41, ferner umfassend den Schritt des Hinzufiigens ei-
ner elektroaktiven Spezies zu der (den) Probe(n)
oder anderen Lésung(en) und Uberwachung der Mi-
krofluidik davon durch Durchfiihrung eines elektro-
chemischen Tests bzw. elektrochemischer Tests, bei-
spielsweise durch Messung der Erzeugung eines
Stroms aufgrund der Reduktion und/oder Oxidation
der elektroaktiven Spezies am Ort der mindestens ei-
nen integrierten Elektrode.

43. Verfahren nach Anspruch 42, worin die elek-
trochemische In-situ-Uberwachung der Anwesenheit,
Abwesenheit, Geschwindigkeit oder Strémung eines
Fluids in einem Mikrokanal wahrend mindestens ei-
nes Schritts eines Affinitatstests durchgefihrt wird,

fur den die mindestens eine integrierte Elektrode als
elektrochemisches Nachweismittel fir Kalibrations-
oder Prifzwecke dient.

44. Verfahren nach Anspruch 42 oder 43, worin
die zugefiigte elektroaktive Spezies eine Ferro-
cen-Verbindung ist.

45. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
44, worin Software die bei der elektrochemischen
Uberwachung der Mikrofluidik erhaltenen Daten ver-
arbeitet, um die interne Kalibrierung des endgdltigen
Nachweissignals durchzufiihren.

46. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
45, ferner umfassend den Schritt des Inberthrung-
bringens der Mikrokanalspitze mit einem L&sungsre-
servoir, damit eine Probe und/oder andere Ldsung
aufgenommen oder abgegeben werden kann.

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
46, worin die Mikrokanalspitze als Einwegteil der Pi-
pettiervorrichtung verwendet wird.

48. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
47, worin das Fullen der Probe im Mikrokanal durch
Kapillarwirkung entweder durch die mikrofluidische
Steuereinheit oder durch die Anwesenheit einer hy-
drophoben Barriere an der Mikrokanalspitze verhin-
dert wird.

49. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
48, worin sich die Spitze zum Ende des Mikrochips
hin verjingt.

50. Verfahren nach Anspruch 49, worin die ver-
jungte Spitze in ein Lésungsreservoir zur Aufnahme
und/oder Abgabe von Fluid eingefuhrt wird.

51. Verfahren nach Anspruch 49, worin die Spitze
zur Erzeugung eines Elektrosprays durch die min-
destens eine, in den Mikrokanal integrierte Elektrode
verwendet wird.

52. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
51, umfassend den weiteren Schritt der Injektion von
Probe(n) oder anderer/anderen Lésung(en), die im
Mikrokanal enthalten sind, in eine Reinigungs-,
Trenn- und/oder Nachweisvorrichtung, beispielweise
einen Chromatographen, einen Spektrometer, einen
Photometer, ein Gel, eine Saule, eine selektive Mem-
bran, einen Filter oder eine elektrophoretische Trenn-
apparatur.

53. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
52, worin der in dem Mikrokanal durchgefihrte Test
mit Lichtabsorption, Lumineszenz (beispielsweise
Fluoreszenz, Biolumineszenz, Chemilumineszenz,
Elektrochemilumineszenz), Elektrochemie oder Mas-
senspektrometrie nachgewiesen oder verfolgt wird.
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54. Verfahren nach Anspruch 53, worin die fir die
elektrochemische Uberwachung der Anwesenheit,
Abwesenheit, Geschwindigkeit oder Strémung eines
Fluids im Mikrokanal gemessenen elektrochemi-
schen Signale und das endglltige Ergebnis des mi-
krofluidischen Tests durch die mindestens eine inte-
grierte Elektrode erhalten werden.

55. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis
54 zur Durchfihrung einer chemischen und/oder bio-
logischen Analyse und/oder Synthese.

56. Verfahren nach Anspruch 55, worin das end-
gulltige mikrofluidische Ergebnis durch massenspekt-
rometrische Analyse erhalten wird.

57. Verfahren nach Anspruch 56, worin die Appa-
ratur Mittel zum Entsalzen von Proben vor der Injek-
tion in einem Massenspektrometer durch Erzeugung
eines Elektrosprays oder vor der Abgabe der Proben
auf eine MALDI (Matrix Assisted lon Desorption loni-
sation) Platte umfasst.

58. Verwendung der Apparatur nach einem der
Anspriche 1 bis 35 zur Durchfiihrung einer chemi-
schen und/oder biologischen Analyse und/oder Syn-
these.

59. Verwendung nach Anspruch 58 in der mas-
senspektrometrischen Analyse.

60. Verwendung nach Anspruch 58 oder 59 zur
Durchfiihrung von klinischen, human- oder veterinar-
medizinischen diagnostischen Untersuchungen in vi-
tro.

61. Verwendung nach Anspruch 60 zur Durchfih-
rung von immunologischen Tests.

62. Verwendung nach Anspruch 58 zur Durchfih-
rung von physikalisch-chemischen Tests, toxikologi-
schen Untersuchungen, Affinitatstests, mikrobiologi-
schen Tests und/oder zellularen Tests.

63. Verwendung nach Anspruch 58 zur Durchfih-
rung von Lipophilie-Messungen, lonentransferreakti-
onen, Loéslichkeitstests und/oder Permeabilitatstests.

64. Verwendung nach Anspruch 58 zur Durchfih-
rung einer Synthese durch kombinatorische Chemie.

65. Verwendung nach einem der Anspriiche 58
bis 64 zur Durchfiihrung einer chemischen und/oder
biologischen Analyse und/oder Synthese mit elektro-
chemischer interner Kalibrierung des Endergebnis-
ses des Tests.

66. Verwendung nach einem der Anspriche 58
bis 65, worin das bei der elektrochemischen In-si-
tu-Uberwachung (a) der Anwesenheit oder Abwesen-

heit oder (b) der Geschwindigkeit oder Strémung ei-
ner elektroaktiven Spezies erhaltene Signal (a) zur
Uberpriifung oder (b) zur Kalibrierung oder Validie-
rung des endgultigen Ergebnisses des mikrofluidi-
schen Tests dient.

67. Verwendung nach einem der Anspriche 58
bis 65 zur Durchfiihrung einer vollautomatischen
Analyse und/oder Synthese.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 2:
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Figur 3:
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Figor 9:
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