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Beschreibung

[0001] Membran-Osmometer, bei denen die osmo-
tisch bedingte Druckdifferenz oder ein osmotisch be-
dingter Volumenfluss Uber eine semipermeable
Membran gemessen wird, sind in verschiedenen
Ausfiihrungsformen bekannt. Ublicherweise werden
sie eingesetzt, um die molare Konzentration von nicht
permeablen Stoffen an Hand ihres osmotischen Par-
tialdrucks zu messen. Die bekannten Membran-Os-
mometer liefern reproduzierbare und genaue Werte,
sind jedoch nicht selektiv, sondern reagieren mit ver-
gleichbarer Empfindlichkeit mit allen Stoffen, deren
Molekile bzw. Teilchen vom Porenraum der semiper-
meablen Membran teilweise oder vollkommen aus-
geschlossen werden und daher bei Vorliegen einer
Konzentrationsdifferenz tber die Membran einen Vo-
lumenfluss der Flissigkeit durch die Membran bzw.
eine Druckdifferenz generieren.

[0002] Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein senso-
risches Membran-Osmometer und ein osmotisches
Messverfahren bereitzustellen, das fur die Bestim-
mung niedermolekularer Analyte mit hoher Selektivi-
tat geeignet ist. Die Lésung der Aufgabe ist aus den
Erfindungsansprichen ersichtlich.

[0003] Das Wesen der Erfindung besteht in der Be-
reitstellung eines Membran-Osmometers, mit dessen
Hilfe das Prinzip des kompetitiven Affinitatsassays
zur selektiven Erfassung der Konzentration bestimm-
ter Analyte ausgenutzt wird. In dem erfindungsgema-
Ren sensitiven Membran-Osmometer trennt wie bei
jedem Membran-Osmometer die semipermeable
Membran zwei Flissigphasen. Eine dieser Phasen,
die sensorische Flissigphase, enthalt erfindungsge-
maRk einen unpermeablen Affinitatsrezeptor fir den
Analyten sowie einen unpermeablen Konkurrenzli-
ganden, der ebenso wie der Analyt in der Lage ist, ei-
nen Affinitdtskomplex mit dem Affinitatsrezeptor zu
bilden. Die andere Flissigphase wird im folgenden
als Milieuphase bezeichnet. Fir die Funktion des
sensitiven Membran-Osmometers ist wesentlich,
dass niedermolekulare Stoffe an porésen Membra-
nen, wie sie fur Membran-Osmometer Ublicherweise
eingesetzt werden, keine oder nur eine voruberge-
hende hydraulische Wirkung austben, wahrend
hochmolekulare Teilchen, die nicht durch die Memb-
ran permeieren, einen Volumenfluss oder eine
Druckdifferenz erzeugen. Gelangt ein niedermoleku-
larer permeabler Stoff in eine der beiden Flissigpha-
sen, diffundiert er durch die Membran und verteilt
sich zwischen den beiden Flissigphasen, ohne eine
Druckdifferenz oder einen Volumenfluss zu erzeu-
gen. Besitzt der niedermolekulare Stoff jedoch eine
ausreichende Affinitat zum unpermeablen Affinitats-
rezeptor, kann er in Abhangigkeit von seiner Konzen-
tration den nicht permeablen Konkurrenzliganden
vom Affinitdtsrezeptor verdrangen. Die Dissoziation
des Konkurrenzliganden vom Affinitdtsrezeptor be-
wirkt eine hydraulisch an der Membran wirksame
Veranderung des osmotischen Partialdruckes der

2/9

nichtpermeablen Komponenten des erfindungsge-
malken Membran-Osmometers. Das erfindungsge-
malke Membran-Osmometer fungiert dementspre-
chend als selektiver Sensor fiir solche Analyte, die
leicht durch die Membran permeieren und den Kon-
kurrenzliganden aus dem Affinitdtskomplex verdran-
gen kénnen.

[0004] Fur die Funktion des erfindungsgemafien
Membran-Osmometers ist es notwendig, dass in der
Messzeit der Konzentrationsausgleich des Analyten
zwischen der sensorischen Flissigphase und der Mi-
lieuphase erreicht wird. Giinstig flr eine schnelle Ein-
stellung des Diffusionsgleichgewichtes des Analyten
zwischen der sensorischen Phase und der Milieu-
phase ist es, wenn eine der beiden Phasen, vorzugs-
weise die sensorische Phase, hinsichtlich ihrer Aus-
dehnung senkrecht zur Membran auf einen Wert un-
ter 1 mm begrenzt wird. Besonders geeignet fiir das
erfindungsgemafie sensorische Membran-Osmome-
ter ist die Verwendung eines Membran-Osmometers
nach DE 197 14 586, in dem die semipermeable
Membran durch ein Hohlfasersegment reprasentiert
ist. Dabei befindet sich die sensorische Flissigphase
in einer Messzelle, die sich durch ein sehr kleines
Verhaltnis zwischen ihrem Volumen und der Memb-
ranoberflache (unter 200 um) und einen sehr gerin-
gen Wert der maximalen Diffusionsstrecke auszeich-
net.

[0005] Als Affinitatsrezeptor wird ein Biopolymer
oder ein kunstlich hergestellter nicht permeabler
Komplexbildner bezeichnet, der mindestens eine
Bindungsstelle mit Affinitat zu einer bestimmten Klas-
se von Teilchen, den Affinitatsliganden, aufweist und
diese selektiv bindet. Als Affinitatsrezeptoren kom-
men Proteine, z.B. Immunglobuline, Lektine, Avidin,
oder Enzyme sowie Polynucleotide, z.B. DNA oder
RNA in Frage. Ausserdem kann der Affinitatsrezeptor
eine polymergebundene oder immobilisierte biogene
oder kunstliche Affinitdtsbindungsdoméane, z.B. ein
Oligonucleotid, ein Oligo- oder Polypeptid, ein Oligo-
saccharid, Cibachrom Blue oder ein anderer komple-
xer organischer Stoff mit Affinitdtsbindungsfahigkeit
sein.

[0006] Eine Voraussetzung fir die Anwendung der
Erfindung besteht darin, dass ein nicht permeabler
Konkurrenzligand verfiigbar ist, der mit dem Analyten
hinsichtlich der Affinitdtsbindung mit dem Affinitatsre-
zeptor konkurriert und von diesem aus dem Affinitats-
komplex mit dem Affinitatsrezeptor verdrangt werden
kann. Da niedermolekulare Teilchen mit der Fahigkeit
zur Affinitdtsbindung an einen Rezeptor durch Konju-
gation mit einem Biogenen oder kinstlichen Polymer
vergroRert werden kdnnen, ohne die Affinitat zu ver-
lieren, ist diese Voraussetzung auch fir solche Ana-
lyte erfullbar, fur die noch kein nichtpermeabler Kon-
kurrenzligand verflgbar ist. Die Freisetzung eines
Konkurrenzliganden von einem Affinitatsrezeptor
durch einen Analyten, der selbst als Affinitatsligand
des Rezeptors fungiert, bzw. der Ligandenaustausch
zwischen einem Analyten und einem Konkurrenzli-
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ganden wird bekanntlich bereits in verschiedenen
kompetitiven Affinitatsassays zur selektiven Bestim-
mung zahlreicher Analyte genutzt. Die Besonderheit
des erfindungsgemalien Verfahrens besteht in der
Signalbildung. Wird der kompetitive Affinitatsassay in
dem erfindungsgemalen Membran-Osmometer mit
Hilfe des erfindungsgemafien Verfahrens durchge-
fuhrt, verandert die durch den Analyten bewirkte Dis-
soziation des Affinitatskomplexes zwischen dem Affi-
nitatsrezeptor und dem Konkurrenzliganden die hy-
draulische Wirkung der sensorischen Flussigphase
an der semipermeablen Membran. Die durch den
Analyten beeinflusste Dissoziation oder Assoziation
des Komplexes zwischen dem Affinitatsrezeptor und
dem Konkurrenzliganden ist mit einer Veranderung
des osmotischen Partialdruckes der nichtpermeablen
Affinitatsbindungspartner oder, wenn diese eine
Netzwerkfllissigkeit in der sensorischen Flissigpha-
se bilden, mit einer VergréRRerung des hydraulischen
Effekts der sensorischen Flissigphase verbunden,
die sich je nach Konstruktion des Membran-Osmo-
meters als Druckénderung oder Volumenanderung
messen lasst.

[0007] Die Ursache dafiir, dass der Affinitatsrezep-
tor oder der Konkurrenzligand nicht durch die Memb-
ran permeabel sind, kann das Uberschreiten einer
bestimmten TeilchengrofRe oder die Immobilisierung
an einem Feststoff sein. Fur die Funktion des erfin-
dungsgemalien sensorischen Membran-Osmome-
ters ist es ausreichend, wenn einer der nicht perme-
ablen Affinitatsbindungspartner nach der Auflésung
des Affinitatskomplexes in der Flissigphase diffusi-
bel ist und damit osmotisch an der semipermeablen
Membran wirksam wird.

[0008] Fur die Funktion des erfindungsgemafien
sensorischen Membran-Osmometers ist eine ausrei-
chend hohe Konzentration der/des diffusiblen nicht-
permeablen Affinitdtsbindungspartner/s in der senso-
rischen Flussigphase und der komplementaren Bin-
dungsstellen wesentlich. Die Veranderung des osmo-
tischen Partialdruckes der nichtpermeablen und diffu-
siblen Teilchen in der sensorischen Flissigphase
muss ausreichen, um eine gut messbare hydrauli-
sche Wirkung an der Membran zu erzielen. In dem
erfindungsgemaflen Verfahren wird die Konzentrati-
on des Analyten an Hand des Volumenflusses durch
die Membran oder an der Druckdifferenz Giber die se-
mipermeable Membran gemessen. Die semiperme-
able Membran dient demnach zur Signalbildung. Sie
kann gleichzeitig das Interface zwischen der sensori-
schen Flissigphase und der potentiell den Analyten
in der zu erfassenden Konzentration enthaltenden
Milieuphase darstellen.

[0009] Fur das erfindungsgemalfe Verfahren ist die
Auswahl der nichtpermeablen Affinitatsbindungspart-
ner bedeutsam. Es ist wichtig, dass der permeable
Analyt den nicht permeablen Konkurrenzliganden in
der Messzeit vom Affinitatsrezeptor verdrangt bzw.
dass sich das Gleichgewicht des Ligandenaustau-
sches in der Messzeit einstellt. Die Affinitatskonstan-
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te fur die Bindung des Konkurrenzliganden am Affini-
tatsrezeptor darf nicht so hoch sein, dass die Affini-
tatsbindung praktisch irreversibel ist, und sie muss
hoch genug sein, um zu gewahrleisten, dass in Ab-
wesenheit des Analyten ein grof3er Teil der nicht per-
meablen Affinitdtsbindungspartner bei annahernd
gleicher Konzentration der komplementéren Bin-
dungsstellen in der Form des Affinitatskomplexes
vorliegt. Die Konkurrenzstarke des Analyten und des
Konkurrenzliganden wird bekanntlich nach dem Mas-
senwirkungsgesetz durch die jeweiligen Affinitats-
konstanten oder Dissoziationskonstanten ausge-
driickt, aus denen sich auch die Geschwindigkeits-
konstante der Dissoziation abschatzen Iasst.

[0010] Erfindungsgemal kénnen feindisperse, par-
tikulare Affinitdtsrezeptoren bzw. -liganden oder an
einen pordsen Festkdrper gebundene Affinitatsbin-
dungspartner eingesetzt werden, wenn hiermit eine
ausreichende Volumenkonzentration von Affinitats-
bindungsorten erreicht werden kann. Befindet sich
der Affinitdtsrezeptor oder der Konkurrenzligand in
einer fur den Messvorgang ausreichenden Konzent-
ration in einer pordsen Feststoffmatrix innerhalb der
Dialysezelle, z.B. porésem Glas, ist der Affinitats-
komplex mit dem jeweiligen diffusiblen nichtperme-
ablen Affinitdtsbindungspartner hydraulisch vollkom-
men unwirksam. In diesem Fall tragen erst die durch
Ligandenaustausch freigesetzten diffusiblen nicht-
permeablen Affinitdtsbindungspartner an der semi-
permeablen Membran zur Druckdifferenz oder zum
Volumenfluss bei.

[0011] Erfindungsgemal® kann die sensorische
Flissigphase mit dem Affinitdtsrezeptor und dem
Konkurrenzliganden eine Netwerkflissigkeit der
durch Affinitdtsbindungen vernetzten Affinitatsbin-
dungspartner enthalten, wobei der osmotische Druck
oder das Volumen dieser Netzwerkflissigkeit von der
Analytkonzentration abhangen. Da ein Teil der osmo-
tischen Krafte durch die vernetzenden Affinitatsbin-
dungen zwischen dem Affinitdtsrezeptor und dem
Konkurrenzliganden neutralisiert wird, steigt der hy-
draulische Effekt an der semipermeablen Membran,
wenn die sensorische Flissigphase in einer Messzel-
le mit begrenztem Volumen eingeschlossen ist und
die Affinitatsbindungen durch Ligandenaustausch mit
dem Analyten dissoziieren. Um eine Netzwerkfllssig-
keit in der Messzelle zu erhalten, kann der Liganden-
austausch in der Messzelle des Membran-Osmome-
ters ausgenutzt werden. Ein fir ausreichend konzen-
triertes Sol, das vernetzungsfahige nichtpermeable
polymere Affinitdtsbindungspartner mit mehreren Af-
finitdtsbindungsstellen pro Teilchen enthalt, 14sst sich
bekanntlich dadurch herstellen, dass das Lésungs-
mittel eine fur die Affinitdtsbindung ungtinstige lonen-
zusammensetzung aufweist oder einen monovalen-
ten niedermolekularen Affinitatsliganden enthalt. Der
niedermolekulare Analyt besitzt im allgemeinen nur
eine Affinitdtsbindungsstelle pro Teilchen. Er kann
daher im allgemeinen bei ausreichender Konzentrati-
on die Vernetzung verhindern, indem er den Konkur-
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renzliganden aus seiner Affinitdtsbindung verdrangt.
Fillt man das Sol mit den vernetzungsfahigen unper-
meablen Affinitdtsbindungspartnern in die Messzelle
mit der semipermeablen Membran und uberfuhrt die-
se in eine fur die Affinitdtsbindung geeignete analyt-
freie Milieuphase, entsteht in der Messzelle eine
NetzwerkflUssigkeit, deren Druck an der semiperme-
ablen Membran wirksam wird. Setzt man der Milieu-
phase den Analyten in unterschiedlichen Konzentra-
tionen zu, steigt der hydraulische Effekt an der Mem-
bran. Bei einer sattigenden Analytkonzentration wird
die maximale Druckdifferenz gemessen.

[0012] Die Empfindlichkeit des sensorischen Mem-
bran-Osmometers kann dadurch gesteigert werden,
dass mindestens einer der nichtpermeablen Affini-
tatsbindungspartner ein diffusibler unpermeabler Po-
lyelektrolyt mit hoher Ladungsdichte ist und die lo-
nenstarke in der Milieuphase gering ist. In diesem
Fall wirken nicht nur die nichtpermeablen Polymer-
teilchen sondern auch die an ihm sorbierten Gegeni-
onen hydraulisch auf die Membran. Der kolloidosmo-
tische Partialdruck der durch den Ligandenaustausch
freigesetzten Polyelektrolyt-Teilchen Ubersteigt be-
kanntlich den Wert, der sich nach dem Vant Hoff-
schen Gesetz aus der molaren Konzentrationsande-
rung der Polyelektrolyt-Teilchen ergibt.

[0013] Fur die Anwendung des erfindungsgemalen
sensorischen Membran-Osmometers in einem
on-line-Sensor ist es glinstig, wenn der Ligandenaus-
tausch am Affinitatsrezeptor schnell erfolgt. Hierzu
darf bekanntlich die Affinitat des Konkurrenzliganden
am Affinitatsrezeptor nicht sehr hoch sein (Dissozia-
tionskonstante Giber 10 nM). Ist die Affinitat des Affini-
tatsrezeptors fir den Analyten ebenfalls verhaltnis-
maRig gering, stellt sich das Bindungsgleichgewicht
zwischen den Affinitétsliganden und den Affinitatsre-
zeptoren auch nach Reduktion der Analytkonzentra-
tion schnell ein. Wird auf diese Weise ein reversibler
Ligandenaustausch gewahrleistet, ist das sensori-
sche Membran-Osmometer bei relativ hohen Analyt-
konzentrationen (uber 0.1 mM) fur kontinuierliche
Messvorgange einsetzbar.

[0014] Ein wichtiger Anwendungsfall fir den kom-
petitiven Affinitdtsassay mit reversiblem und schnell
verlaufendem Ligandenaustausch ist bekanntlich die
Messung der Glucosekonzentration mit dem pflanzli-
chen Rezeptorprotein Concanavalin A. Diese An-
wendung wird in den viskosimetrischen und opti-
schen Affinitatssensoren fir Glucose im Blut und in
der interstitiellen Flussigkeit realisiert [z.B. DE 197 14
087]. Fur den Einsatz des erfindungsgemalen sen-
sorischen Membran-Osmometers zur Glucosebe-
stimmung bestehen glinstige Voraussetzungen, weil
Concanavalin A in wassrigen Pufferldsungen lang-
zeitstabil und in Konzentrationen bis zu 4 mM lIéslich
ist [Kim J. J., Park, K. (2001) Pharmaceutical Re-
search 18, 794-799]. Ausserdem stehen verschiede-
ne monovalente polymere Affinitdtsbindungspartner
fur Concanavalin A, z.B. das monovalente Inulin so-
wie polyvalente Affinitdtsbindungspartner wie Dex-
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tran in verschieden MolekllgréRen zur Verfigung.
Ein Vorteil des erfindungsgemaflen sensorischen
Membran-Osmometers gegeniiber den bisher be-
kannten kompetitiven Affinitdtssensoren fur Glucose
auf der Basis von Concanavalin A besteht in dem ein-
fachen Signalwandlungsprinzip.

[0015] Bei einer hohen Affinitat des Affinitatsrezep-
tors fur den Analyten und einer verhaltnismafig ge-
ringen Affinitat fir den eingeschlossenen polymeren
Affinitdtsliganden kdénnen sehr geringe Analytkon-
zentrationen mit dem sensorischen Membran-Osmo-
meter erfasst werden, weil sich der Affinitatsligand in
der sensorischen Flissigphase durch die Affinitats-
bindung anreichert und das Volumen der sensori-
schen Flissigphase bei Verwendung von Hohlfaser-
segmenten als Messzelle sehr klein gehalten werden
kann. Allerdings ist bei einer hohen Affinitat des Ana-
lyten dessen Bindung an den Affinitdtsrezeptor be-
kanntlich praktisch nicht reversibel. Dennoch kann
das erfindungsgemafle sensorische Membran-Os-
mometer auch in diesem Fall fur wiederholte Mes-
sungen eingesetzt werden. Um die Ablésung des
Analyten vom Affinitdtsrezeptor zu bewirken, kann
die Affinitat des Rezeptors fur den Analyten durch
Veranderung des pH-Wertes, der lonenstarke oder
organischer Zusatze reversibel um mehrere Grélen-
ordnungen herabgesetzt werden. Vor jeder neuen
Nutzung wird hierzu der Analyt durch Uberfiihrung
der sensorische Flissigphase in ein dissoziationsfor-
derndes Milieu abgel6st.

[0016] Als Messvorrichtung zur Erfassung der hy-
draulischen Wirkung des Ligandenaustausches sind
Druckwandler mit deformierbarer Biegeplatte beson-
ders geeignet. Wenn die sensorische Flissigphase in
dem Hohlfasersegment eingeschlossen wird und die
Milieuphase unter Atmospharendruck steht, misst
der Druckwandler beispielsweise die Druckdifferenz
zwischen der das Hohlfasersegment einschlief3en-
den Messzelle und der Atmosphare und erfasst damit
die Druckdifferenz Uber die semipermeable Memb-
ran.

[0017] In einer vorteilhaften Ausfihrungsform des
erfindungsgemafien sensorischen Membran-Osmo-
meters ist neben der Messzelle eine Referenzzelle,
welche mit der Messzelle in Bezug auf die Qualitat
und Oberflache der semipermeablen Membran sowie
in Bezug auf die GréRRe und die Form Ubereinstimmt,
vorgesehen. Erfindungsgemal kann der Drucksen-
sor so angeordnet werden, dass er die Druckdiffe-
renz zwischen der Referenzzelle und der Messzelle
erfasst, wobei beide Zellen an die gleiche Milieupha-
se grenzen. Die Referenzzelle kann die gleiche sen-
sorische Flissigphase enthalten wie die Messzelle
und zur Messung des Referenzdruckes in einer Re-
ferenzldésung eingesetzt werden. Dies ermdglicht den
Vergleich der Analytkonzentration in der ReferenzI6-
sung mit der Analytkonzentration in der Milieuphase.
Die Referenzzelle kann andererseits hinsichtlich des
Analyten unempfindlich gestaltet werden, indem sie
mit einer Flussigkeit geflllt wird, welcher mindestens
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einer der nichtpermeablen Affinitatsbindungspartner
fehlt. Diese Ausfiihrungsform hat den Vorteil, dass
die unspezifischen osmotischen Effekte des Milieus
kompensiert werden. Mit dieser Anordnung kdnnen
z.B. die kolloid-osmotischen Effekte von Proteinen
und Polyanionen, welche die Druckdifferenz an der
semipermeablen Membran von der lonenkonzentra-
tion des Mediums und von der Konzentration der Pro-
teine und Polyanionen abhangig machen, ausgegli-
chen werden.

[0018] Die Messzelle und die Referenzelle kdnnen
als parallel angeordnete und am Ende verschlossene
Hohlfasersegmente gestaltet werden, die mit den
beiden Flachen der Biegeplatte des Druckwandlers
kommunizieren. Hierdurch werden mdgliche Druck-
gradienten in der Milieuphase kompensiert, die durch
die Schwerkraft oder Strémungen zustandekommen.
Die Parallelanordnung der beiden Hohlfasersegmen-
te bietet ausserdem den Vorteil, dass die gesamte
Membranflache auf einer nadeldhnlichen Sonde un-
tergebracht werden kann. Letztere ist in ein sehr klei-
nes Flussigkeitsvolumen oder in lebendes Gewebe
einflhrbar.

[0019] Erfindungsgemal kann das sensorische
Membran-Osmometer mit einer Druckmessvorrich-
tung versehen werden, bei welcher die osmotisch be-
dingten Spannungséanderungen an der deformierba-
ren Membran des Druckwandlers kompensiert wer-
den [vergl. z.B. Anmelde-Nr. 102 15 621.2 und Wang,
Y, Esashi, M.: The structures for electrostatic servo
capacitive vacuum sensors. Sensors and Actuators A
66 (1998) 213-217]. In diesem Fall werden die zur
Aufrechterhaltung einer konstanten Spannung an der
Membran des Druckwandlers erforderlichen Gegen-
kréfte gemessen. Diese Ausfiihrung des sensori-
schen Membran-Osmometers hat den Vorteil einer
geringen Verzogerung bei der Einstellung des osmo-
tischen Gleichgewichtes selbst bei sehr geringer
Membranflache, da der Druckwandler fiir den eigent-
lichen Messprozess einen sehr geringen Volumen-
fluss erfordert.

Anwendungsbeispiel

[0020] Das sensorische Membran-Osmometer be-
steht aus einer Messzelle (8), einer Referenzzelle (9)
und einem Drucksensor, dessen Biegeplatte (10)
zwischen den beiden Zellen liegt. Als Messzelle (8)
und als Referenzzelle (9) dienen gleich lange Seg-
mente einer Dialyse-Hohlfaser mit einer Membran
(11) aus regenerierter Zellulose mit hoher hydrauli-
scher Leitfahigkeit, hohem Volumen-Elastizitdtsmo-
dulus und scharfem Cut-off bei einem Stokesschen
Radius von 2-3 nm, die auf einem Stahltrager aufge-
klebt und an der Spitze verschlossen sind. Sie wer-
den von hinten Uber Ventile (12) mit verschiedenen
Flussigkeiten geflllt. In der Messzelle befindet sich
als sensorische Flussigphase eine Losung von Con-
canavalin A (40 mg/ml) und Dextran 8 (Serva) mit ei-
nem mittleren Molekulargewicht von 8 kDa (16
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mg/ml) in einem geeigneten Elektrolyten (5 mM
NaHCO,, 2 mM CaCl,, 2 mM MnCl,, 50 mM NaCl, pH
7.2). In der Referenzzelle befindet sich die polymer-
freie Elektrolytldsung. Die dargestellte Anordnung
hat den Vorteil, dass die osmotischen Wirkungen
nicht permeabler Komponenten der Milieuphase
kompensiert werden. Beispielsweise ergibt sich kei-
ne Anderung der Druckdifferenz, wenn die Sonde mit
der Messzelle und der Referenzzelle aus einer poly-
merfreien Elektrolytldsung in eine Polymerldsung
Uberfihrt wird. Ein weiterer Vorteil der dargestellten
Anordnung besteht darin, dass die Sonde miniaturi-
siert und in das Unterhautfettgewebe implantiert wer-
den kann. Wird die Sonde mit der Messzelle und der
Referenzzelle in zuckerfreie Lésung gebracht, ent-
steht zwischen der Messzelle und der Referenzzelle
eine Druckdifferenz von ca. 40 mbar, die auf die hy-
draulische Wirkung des Affinitatskomplexes zwi-
schen den Concanavalin A-Molekulen und den Dext-
ranmolekulen zurlickzufihren ist. Diese Druckdiffe-
renz vergroert sich bei Erhéhung der Glucosekon-
zentration bis zur Sattigungskonzentration auf etwa
75 mbar, weil der Komplex dissoziiert und sich die
Konzentration hydraulisch wirksamer Teilchen er-
hoht. (Fig. 2)

Bezugszeichenliste

nichtpermeabler Affinitatsrezeptor,
permeabler Analyt,

nicht permeabler Konkurrenzligand,
sensorische Flussigphase,

semipermeable Membran,

Milieuphase,

Messvorrichtung.

Messzelle, als Hohlfasersegment ausgebildet
Referenzzelle, als Hohlfasersegment ausge-
bildet

Biegeplatte eines Drucksensors
Hohlfasermembran

Ventil

©COoONOOEAWN-=-

Patentanspriiche

1. Sensorisches Membran-Osmometer, dadurch
gekennzeichnet, dass
— ein Affinitatsrezeptor (1) fur einen Analyten (2) und
ein mit dem Analyten (2) konkurrierender Affinitatsli-
gand des Affinitatsrezeptors, der Konkurrenzligand
(3), sich in einer sensorischen Flussigphase (4) befin-
den, die durch eine semipermeable Membran (5) ge-
gen eine zweite Flussigphase, die Milieuphase (6),
abgegrenzt ist,
—die Membran fur den Analyten (2) leicht durchléssig
und fur den Affinitatsrezeptor (1) sowie den Konkur-
renzliganden (3) nicht durchlassig ist,
— wenigstens einer der nicht permeablen Affinitats-
bindungspartner (1 oder 3) nach der Auflésung der
Affinitdtsbindung zum anderen Partner hydraulisch
an der Membran aufgrund seines osmotischen Parti-
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aldruckes wirksam ist,

— eine Messvorrichtung (7) fur eine Erfassung einer
an der Membran zwischen den beiden Flussigpha-
sen (4 und 6) auftretenden Druckdifferenz oder eines
durch die Membran zwischen den beiden Flissig-
phasen auftretenden Volumenflusses vorhanden ist
und

— die Konzentration beider nicht permeabler Affini-
tatsbindungspartner (1 und 3) fur die Erfassung des
Dissoziations- oder Assoziationsprozesses an Hand
der Druckdifferenz oder des Volumenflusses durch
die semipermeable Membran ausreichend ist.

2. Sensorisches Membran-Osmometer nach An-
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sich die
sensorische Flussigphase (4) in einer membranbe-
grenzten Zelle, der Messzelle, befindet.

3. Sensorisches Membran-Osmometer nach An-
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
maximale Ausdehnung der sensorischen Flissigpha-
se (4) senkrecht zu Membran weniger als ein Millime-
ter betragt.

4. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem
der Affinitatsrezeptor (1) ein Protein, z.B. ein Immun-
globulin, ein Lektin, Avidin oder Enzym ist.

5. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem
der Affinitatsrezeptor (1) ein Polynucleotid ist.

6. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, bei dem
der Affinitdtsrezeptor (1) eine polymergebundene
oder immobilisierte Biogene oder kinstliche Affini-
tatsbindungsdomane, z.B. ein Oligonucleotid, ein Oli-
go- oder Polypeptid, ein Oligosaccharid, Cibachrom
Blue oder ein anderer komplexer organischer Stoff
mit Affinitdtsbindungseigenschaften darstellt.

7. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem einer der nicht permeablen Affinitatsbin-
dungspartner (1 oder 3) an unlésliche Partikeln oder
einen pordsen Festkoérper gebunden ist.

8. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem die Teilchen der beiden nichtpermeablen Af-
finitdtsbindungspartner (1 und 3) jeweils nur einen Af-
finitdtsbindungsort besitzen oder bei dem der nach
der Lésung der Affinitatsbindung diffusible Affinitats-
bindungspartner (1 oder 3) nur einen Affinitatsbin-
dungsort pro Teilchen besitzt.

9. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem wenigstens einer der nichtpermeablen Affini-
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tatsbindungspartner (1 oder 3) zwei oder mehrere Af-
finitdtsbindungsstellen pro Teilchen besitzt.

10. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 9, bei dem beide nichtpermeablen Affini-
tatsbindungspartner (1 und 3) in der Messzelle zwei
oder mehrere Affinitadtsbindungsstellen pro Teilchen
besitzen und in Abwesenheit des Analyten (2) in ei-
ner die Affinitdtsbindung begtinstigenden Milieupha-
se eine durch Affinitdtsbindungen reversibel vernetz-
te viskose NetwerkflUssigkeit bilden.

11. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, bei dem
mindestens einer der nichtpermeablen Affinitatsbin-
dungspartner ein diffusionsfahiger Polyelektrolyt ist.

12. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche,
bei dem die Messvorrichtung (7) ein elektronischer
Druckwandler mit sensorischer Biegeplatte ist.

13. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 12, mit einer Vorrichtung zur Kompensati-
on der osmotisch bedingten Spannungsanderung an
der Biegeplatte und zur Messung der hierfir erforder-
lichen Gegenkrafte.

14. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 13 oder 14, bei dem die Biegeplatte an die
Atmosphare oder ein mit der Atmosphare isobares
Fluid grenzt.

15. Sensorisches Membran-Osmometer nach
wenigstens einem der vorstehenden Anspriche 12
bis 14, bei dem neben der Messzelle eine weitere
membranbegrenzte Zelle, die Referenzelle, vorgese-
hen ist.

16. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 15, bei dem die Referenzelle die gleiche
Grole, Gestalt, Membranflache und Membranquali-
tat wie die Messzelle besitzt.

17. Sensorisches Membran-Osmometer nach
wenigstens einem der Anspriche 15 oder 16, bei
dem die Messzelle die sensorische Flussigphase und
die Referenzzelle eine andersartige Flussigphase
enthalt, in der wenigstens einer der nicht permeablen
Affinitatsbindungspartner (1 oder 3) nicht enthalten
ist.

18. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 15 oder 16, bei dem die Messzelle und die
Referenzzelle die nicht permeablen Affinitatsbin-
dungspartner (1 und 3) in gleichern Konzentrationen
enthalten.

19. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 15 bis 18, bei dem
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ein Drucksensor vorgesehen ist, der die Druckdiffe-
renz zwischen der Referenzelle und der Messzelle
erfasst.

20. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 2 bis 19, bei dem
die semipermeable Membran der Messzelle durch
das Segment einer Mikrodialysefaser gebildet wird.

21. Sensorisches Membran-Osmometer nach
Anspruch 20, bei dem die Messzelle und die Refe-
renzzelle als parallel angeordnete Mikrodialysefaser-
segmente ausgebildet sind.

22. Sensorisches Membran-Osmometer nach
mindestens einem der Anspriiche 20 oder 21, in dem
die Messzelle an einem in das physiologische Sys-
tem implantierbaren Kérper befestigt ist.

23. Osmotisches Messverfahren zur selektiven
Messung der Konzentration eines Analyten mit Affini-
tat zu einem Affinitatsrezeptor nach dem Prinzip des
kompetitiven Affinitdtsassays, bei dem
— zwei Flissigphasen (4 und 6) durch eine semiper-
meable Membran (5) getrennt werden, wobei eine
dieser Flussigphasen, die sensorische Flissigphase
(4), sowohl einen nichtpermeablen Affinitatsrezeptor
(1) fir den Analyten (2) als auch einen nichtpermeab-
len Konkurrenzliganden (3) enthalt, und
— der von der Konzentration des Analyten abhangige
Ligandenaustausch zwischen dem Analyten (2) und
dem Konkurrenzliganden (3) am Affinitatsrezeptor (1)
an Hand der Veranderung der Druckdifferenz Uber
die Membran oder des Volumenflusses durch die
Membran gemessen wird.

24. Osmotisches Messverfahren nach Anspruch
23, bei dem der Affinitatsrezeptor (1), der Konkur-
renzligand (3) und das Reaktionsmilieu einen rever-
siblen Ligandenaustausch zwischen dem Analyten
(2) und dem Konkurrenzliganden (3) am Affinitatsre-
zeptor gewahrleisten.

25. Osmotisches Messverfahren nach Anspruch
23, bei dem der eingesetzte Affinitatsrezeptor (1)
durch eine praktisch irreversible Bindung des Analy-
ten (2) und der eingesetzte Konkurrenzligand (3)
durch eine reversible Bindung an den eingesetzten
Affinitdtsrezeptor im Messmilieu gekennzeichnet
sind.

26. Osmotisches Messverfahren nach Anspruch
25, bei dem die sensorische Flussigphase (4) nach
erfolgter Messung durch Uberfiihrung in ein fiir die
Dissoziation des Analyten (2) vom Affinitatsrezeptor
(1) geeignetes analytfreies Reaktionsmilieu uberfuhrt
und hierdurch die nachste Messung vorbereitet wird.

27. Osmotisches Messverfahren nach Anspruch
23, bei dem ein sensorisches Membran-Osmometer
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nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 22 ein-
gesetzt wird.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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