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(57) Hauptanspruch: Vorrichtung (22, 66) zum Erfassen
und/oder Charakterisieren von Partikeln (46), die folgendes
umfaft:

mindestens eine Nanopore (38, 98, 104, 126),

eine Spannungsquelle zum Erzeugen eines elektrischen
Potentialunterschiedes zwischen den beiden Seiten der
mindestens einen Nanopore (38, 98, 104, 126), um einen
lonenstrom durch die Nanopore (38, 98, 104, 126) zu er-
zeugen, wenn die Nanopore (38, 98, 104, 126) von einem
Elektrolyten (44) umgeben ist; und

eine MeReinrichtung (58, 114, 116), die geeignet ist, eine
Anderung der Impedanz der mindestens einen Nanopore
(38, 98, 104, 126) bezuglich des lonenstromes zu erfassen,
wenn eines oder mehrere von zu erfassenden Partikeln
(46), die in dem Elektrolyten (44) enthalten sind, die min-
destens eine Nanopore (38, 98, 104, 126) durchquert bzw.
durchqueren, gekennzeichnet durch

eine Pipette (24, 86) mit einem Endabschnitt (28), in dem
eine Offnung (30) ausgebildet ist,

Mittel zum Erzeugen eines Partikelflusses von den zu er-
fassenden Partikeln...
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum
Erfassen und/oder Charakterisieren von Partikeln,
die folgendes umfaldt: mindestens eine Nanopore,
eine Spannungsquelle zum Erzeugen eines elektri-
schen Potentialunterschieds zwischen den beiden
Seiten der mindestens einen Nanopore, um einen lo-
nenstrom durch die Nanopore zu erzeugen, wenn die
Nanopore von einem Elektrolyten umgeben ist, und
eine MeReinrichtung, die geeignet ist, eine Anderung
der Impedanz der mindestens einen Nanopore be-
zuglich des lonenstroms zu erfassen, wenn eines
oder mehrere von zu erfassenden Partikeln, die in
dem Elektrolyt enthalten sind, die mindestens eine
Nanopore durchquert bzw. durchqueren. Ferner be-
trifft die Erfindung ein Verfahren zum Erfassen
und/oder Charakterisieren von Partikeln nach dem
Oberbegriff des Anspruchs 21.

[0002] Nanoporen sind Poren mit Durchmessern im
Nanometerbereich. Nanoporen werden zunehmend
fur die Detektion, Analyse und Sequenzierung von
Einzelmolekilen verwendet, wie dies beispielsweise
in Nakan, J. J., et al. ,Nanopore sensors for nucleic
acid analysis" J. Phys.: Condens. Matter 15:
R1365-R1393 beschrieben ist. Mit Hilfe von Nanopo-
ren ist es moglich, Informationen lber die Zusam-
mensetzung und Struktur der untersuchten Partikeln
zu erhalten, bei denen es sich typischerweise um Mo-
lekile handelt. Eine Vorrichtung der eingangs ge-
nannten Art ist in Eig. 1 schematisch dargestellt. Die
Vorrichtung von Fig. 1 umfaf3t zwei Kammern 10, 12,
die durch eine Membran 14 getrennt sind. In der
Membran ist eine Nanopore 16 ausgebildet. In bei-
den Kammern 10 und 12 befindet sich ein Elektrolyt.
In derin der Darstellung von Eig. 1 linken Kammer 10
befinden sich aulRerdem Partikel 18. Mit dem Begriff
.Partikel" werden in der vorliegenden Schrift samtli-
che kleinen Materialmengen bezeichnet, die dem be-
schriebenen Verfahren zum Erfassen und/oder Cha-
rakterisieren prinzipiell zuganglich sind, insbesonde-
re Molekile, Molekllkomplexe, Makromolekile wie
Proteine und Nukleinsauren etc.

[0003] Die Nanopore 16 bildet den einzigen Durch-
gang fur den Elektrolyten und die Partikel 18 zwi-
schen den Kammern 10 und 12. Wird nun eine Span-
nung zwischen den Kammern 10, 12 angelegt, flief3t
ein lonenstrom durch die mit dem Elektrolyten gefiill-
te Pore 16. Wenn die Partikel 18 geladen sind, wer-
den sie ebenfalls elektrophoretisch durch die Nano-
pore 16 getrieben. Falls die Partikel 18 ungeladen
sind, kdnnen sie durch einen Druckgradienten oder
durch elektroosmotischen Fluf3 durch die Pore getrie-
ben werden.

[0004] Bei der Vorrichtung von Eig. 1 wird der lo-
nenstrom durch die Nanopore 16 mit einer Strom-
meRvorrichtung 20 gemessen. Beim Durchgang ei-

nes oder mehrerer Partikel 18 durch die Nanopore 16
wird diese kurzzeitig blockiert, was zu einem voruber-
gehenden Abfall im gemessenen lonenstrom fiihrt.
Durch die Haufigkeit, Dauer und Form des Abfalls
laRt sich auf die Konzentration und die Eigenschaften
(z. B. Grofde und Aufbau) der Partikel schlief3en. Die
Strommelvorrichtung 20 ist somit ein Beispiel fur
eine MeReinrichtung, die geeignet ist, eine Anderung
der Impedanz der Nanopore 16 bezlglich des lonen-
stroms zu erfassen, wenn eines oder mehrere von
den zu erfassenden Partikeln 18 die Nanopore 16
durchquert.

[0005] In Fig. 2 sind Stromsignale gezeigt, die beim
Durchgang von Partikeln (hier DNA) durch die Nano-
pore 16 erhalten werden. Die Messungen sind aus
Chen, P,, etal. (2004), ,Probing Single DNA Molecule
Transport Using Fabricated Nanopores”, Nano Lett. 4
(11): 2293-2298 entnommen. Das linke Stromsignal
zeigt einen Stromabfall im Millisekundenbereich,
wenn ein DNA-Molekdl ,gestreckt" durch die Nano-
pore 16 tritt. Das rechte Signal zeigt einen Fall, in
dem das DNA-Molekil im teilweise gefalteten Zu-
stand durch die Nanopore 16 tritt. Wie im rechten
Stromsignal zu erkennen ist, fallt der Strom wahrend
des Durchgangs des DNA-Molekils auf zwei unter-
schiedlich tiefe Niveaus ab, die fur den Grad der Blo-
ckierung der Nanopore 16 kennzeichnend sind.

[0006] Die in Fig. 1 schematisch gezeigte Vorrich-
tung ist unter dem Namen ,Coulter"-Zahler bekannt
und beispielsweise in Bayley, H. und C. R. Martin
(2000), Chem. Rev. 100: 2575-2594 beschrieben.

[0007] Der bekannte Coulter-Zahler von Fig. 1 wird
Ublicherweise fur quantitative Messungen von Gro-
Ren und Konzentrationen von Makromolekulen in ei-
nem Reservoir verwendet, das in der Darstellung von
Eig. 1 durch die linke Kammer 10 gebildet wird. Eine
weitere Anwendung, an der gegenwartig gearbeitet
wird, besteht darin, DNA-Sequenzen mit Hilfe des
Coulter-Zahlers zu entschlisseln. Da das Ausmalf}
des Stromabfalls ein Maf fur die physikalische GroRRe
desjenigen Teils des DNA-Molekills ist, welches sich
im engsten Teil der Pore 16 befindet, und da die Nu-
kleotide des DNA-Molekils leicht unterschiedliche
GroRen haben, sollte man in der Lage sein, die gene-
tische Information der Nukleotide eines DNA-Mole-
kils durch zeitaufgeloste Messung des lonenstroms
durch die Nanopore, d. h. die zeitabhangige Variation
der Impedanz der Nanopore 16 beim Durchtritts ei-
nes DNA-Molekils zu entschlisseln. Gegenwartige
Anwendungen des Coulters-Zahlers von Fig. 1 be-
schranken sich also auf die Analyse von Partikeln,
die ungeordnet in einem Reservoir enthalten sind.

[0008] Eine Vorrichtung nach dem Oberbegriff des
Anspruchs 1 und ein Verfahren nach dem Oberbegriff
des Anspruchs 21 sind aus der WO 2006/063872 A1
bekannt. Darliber hinaus zeigt die vorbekannte Vor-
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richtung eine Nanopore mit veranderbarer Grole, die
entweder durch einen Kanal in einem flexiblen Mate-
rial gebildet wird, der durch mechanische Einwirkung
auf das flexible Material vereng- und erweiterbar ist,
oder als Nanopore in einer Membran angeordnet ist,
wobei ihr Querschnitt durch Dehnung der Membran
veranderbar ist.

[0009] In der DE 3429265 A1 ist eine Messkammer
zur Messung und Beobachtung von Partikeln be-
schrieben, die aus zwei liber eine Offnung miteinan-
der verbundenen Raumen besteht, in deren in Stro-
mungsrichtung eines Tragermediums vor der Off-
nung gelegenem Raum ein Partikel-Zufiihrungsrohr-
chen hineinragt. Die Messkammer ist einteilig als
leicht gebogenes Rohrchen ausgebildet, das an der
Biegestelle innen eine die genannte Offnung bilden-
de Verengung und auRen im Bereich der Biegung Be-
obachtungsflachen aufweist. Die Messkammer ist so
ausgebildet, dass Messungen und Beobachtungen
mit Objektiven hoher Apertur und Vergrof3erung mog-
lich sind. Ferner gestattet diese Messkammer, dass
gleichzeitig an einer Stelle der Bewegungsbahn der
Partikel durch die Messkammer mehrere Messungen
und/oder Beobachtungen durchgefihrt werden kon-
nen.

[0010] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe
zugrunde, die Vorrichtung und das Verfahren der ein-
gangs genannten Art weiterzuentwickeln, um sie
bzw. es fur weitere Anwendungen, jenseits der oben
beschriebenen Analyse von Partikeln nutzbar zu ma-
chen.

[0011] Diese Aufgabe wird bei der Vorrichtung der
eingangs genannten Art dadurch geldst, daf3 die Vor-
richtung ferner eine Pipette mit einem Endabschnitt
umfaRt, in dem eine Offnung ausgebildet ist, daR sie
Mittel zum Erzeugen eines Partikelflusses von den zu
erfassenden Partikeln von auflerhalb der Pipette
durch die Offnung und durch die Nanopore umfaft
und dal sie Mittel zum Bewegen der Pipette relativ
zu einer Probe umfalit.

[0012] Ferner wird die Aufgabe durch ein Verfahren
nach Anspruch 21 geldst.

[0013] Beider erfindungsgemalfen Vorrichtung wer-
den somit die zu erfassenden Partikel durch die Off-
nung im Endabschnitt der Pipette aufgenommen. Da
die Pipette relativ zu einer Probe bewegt werden
kann, kénnen mit Hilfe der erfindungsgemafien Vor-
richtungen Partikel ortsaufgelést erfaflt und/oder
charakterisiert werden, wie unten anhand von Aus-
fihrungsbeispielen naher erlautert wird.

[0014] AuRerdem ermdglicht es die Pipette die er-
falten und/oder charakterisierten Partikel ,einzufan-
gen". Dadurch kénnen einmal gemessene Partikel
aufbewahrt und gegebenenfalls noch einmal gemes-

sen werden. Dies ist ein wesentlicher Unterschied zu
dem Coulter-Zahler von Fig. 1, bei dem Partikel 18,
die von der linken Kammer 10 durch die Nanopore 16
in die rechte Kammer 12 gelangen, ungehindert
durch die gesamte rechte Kammer 12 diffundieren
und nicht gezielt weiteren Messungen unterzogen
werden kdnnen.

[0015] Die Mittel zum Erzeugen des Partikelflusses
kénnen zumindest teilweise durch die genannte
Spannungsquelle gebildet werden. Dies bietet sich
insbesondere dann an, wenn die zu erfassenden Par-
tikel geladen sind und ahnlich wie die lonen des Elek-
trolyten durch Elektrophorese in die Pipette hinein
und durch die Nanopore getrieben werden. Jedoch
kann auch bei ungeladenen Partikeln ein Partikelfluf®
als sogenannter elektroosmotischer FluR in Folge
des elektrischen Potentialunterschiedes zwischen
den beiden Seiten der mindestens einen Nanopore
erzeugt werden.

[0016] Falls die zu erfassenden Partikel nicht gela-
den sind, umfal3t die Vorrichtung vorzugsweise Mittel
zum Erzeugen eines Druckunterschiedes zwischen
einem Abschnitt im Inneren und einem Abschnitt im
AuReren der Pipette.

[0017] In einer vorteilhaften Weiterbildung hat die
mindestens eine Nanopore eine veranderbare Gro-
Re. Die Nanopore veranderbarer Grolie gestattet es,
die Vorrichtung fir das Erfassen und/oder Charakte-
risieren von Partikeln unterschiedlicher GréRe zu ver-
wenden. Durch Andern der GréRe der Nanopore ist
es aullerdem moglich, die Partikel nach ihrer GroRRe
zu diskriminieren und sogar zu sortieren. Auch kann
die GréRe der Nanopore in Abhangigkeit von den Ei-
genschaften der zu erfassenden Teilchen so einge-
stellt werden, dal sich ein optimales Signal-zu-Rau-
schen-Verhaltnis ergibt.

[0018] In einer vorteilhaften Ausfihrungsform wird
die mindestens eine Nanopore veranderbarer Gro3e
durch einen Kanal in einem flexiblen Material gebil-
det, dessen Querschnitt durch Druck auf das flexible
Material verengbar ist. In einer anderen vorteilhaften
Ausfuhrungsform ist die mindestens eine Nanopore
in einer Membran angeordnet und der Querschnitt
der Nanopore durch Dehnung der Membran veran-
derbar.

[0019] Vorzugsweise umfallt die Vorrichtung einen
Probenbehélter zum Aufnehmen des Elektrolyten
und Bewegungsmittel zum Bewegen der Pipette und
des Probenbehalters relativ zueinander. Der Begriff
,Probe" bezeichnet in der vorliegenden Schrift allge-
mein jeden Gegenstand oder jedes Objekt, das mit
der Vorrichtung und dem Verfahren der Erfindung un-
tersucht werden kann. Beispielsweise kann eine Pro-
be einfach durch einen Elektrolyten gebildet werden,
in dem sich zu erfassende Partikel befinden, oder

3/19



DE 10 2006 035 072 B4 2009.03.12

durch ein biologisches System wie beispielsweise le-
bende Zellen, die von einem Elektrolyten umgeben
sind.

[0020] In einer vorteilhaften Weiterbildung sind die
Bewegungsmittel dazu ausgelegt, den Endabschnitt
der Pipette derart in ein der Offnung im Endabschnitt
gegeniberliegendes nachgiebiges Material zu dri-
cken, daR sich die effektive Offnungsfléache der Off-
nung verringert, um dadurch eine Nanopore veran-
derbarer Grof3e zu bilden. GemaR dieser Weiterbil-
dung wird die Nanopore also dadurch gebildet, daf3
die Offnung im Endabschnitt der Pipette teilweise
verschlossen bzw. zugedeckt wird, wenn der En-
dabschnitt der Pipette in das nachgiebige Material
gedrickt wird. In einer vorteilhaften Ausfihrungsform
kann das nachgiebige Material durch eine Flache aus
einem Polymermaterial, insbesondere aus Poly-(di-
methylsiloxan) gebildet werden. Das nachgiebige
Material kann aber auch durch die Probe selbst, bei-
spielsweise eine Zelle gebildet werden, in die der En-
dabschnitt der Pipette gedriickt wird.

[0021] In einer besonders vorteilhaften Ausfih-
rungsform umfassen die Bewegungsmittel einen
XYZ-Scanner. Dabei umfalit die Vorrichtung ferner
vorzugsweise eine Steuerungseinrichtung zum An-
steuern des XYZ-Scanners zum Abtasten der Ober-
flache einer Probe, in dem der Endabschnitt der Pi-
pette in einem konstanten Abstand ber die Oberfla-
che der Probe gefahren wird. Gemal} dieser vorteil-
haften Ausfihrungsform wird die Pipette somit zu ei-
nem Rastersondenmikroskop weitergebildet. Da-
durch kann eine Probe abgetastet werden, und
gleichzeitig kénnen die Partikel ortsaufgeldst durch
die Offnung der Pipette aufgenommen und mit Hilfe
der Nanopore erfal’t bzw. charakterisiert werden.

[0022] Vorzugsweise umfaldt die Vorrichtung eine
Datenverarbeitungseinrichtung, die so programmiert
ist, dal® sie die beim Abtasten der Oberflache der
Probe durchgeflhrten Relativbewegungen zwischen
dem Endabschnitt der Pipette und der Probe auf-
zeichnet und daraus ein topographisches Bild der
Probe und/oder ein Bild erzeugt, das die Messungen
der Partikel in Abhangigkeit vom Ort der Pipettenoff-
nung reprasentiert.

[0023] In einer vorteilhaften Ausfliihrungsform wird
der Abstand zwischen dem Endabschnitt der Pipette
und der Probe basierend auf einem lonenstrom durch
die Offnung im Endabschnitt der Pipette eingestellt.
Gemal dieser Weiterbildung nimmt die Vorrichtung
zusatzlich die Funktion eines Raster-lonenleitfahig-
keits-Mikroskops an, wie unten anhand eines Aus-
fuhrungsbeispiels erlautert wird. In einer anderen
Ausfihrungsform kann der Abstand zwischen dem
Endabschnitt der Pipette und der Probe basierend
auf Scherkraften eingestellt werden, die auf den En-
dabschnitt der Pipette wirken, wie ebenfalls unten an-

hand eines Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert
wird.

[0024] Vorzugsweise hat der Innenraum der Pipette
eine erste Kammer, die direkt mit der Offnung im En-
dabschnitt der Pipette verbunden ist, und eine zweite
Kammer, die von der ersten Kammer durch eine
Trennwand getrennt ist, in welcher die mindestens
eine Nanopore ausgebildet ist. Vorzugsweise enthalt
die Pipette ferner eine dritte Kammer, die von der ers-
ten Kammer durch eine Trennwand getrennt ist, in
welcher ebenfalls mindestens eine Nanopore ausge-
bildet ist. Dabei haben die Nanopore in der Trenn-
wand zwischen der ersten Kammer und der zweiten
Kammer und die Nanopore in der Trennwand zwi-
schen der ersten Kammer und der dritten Kammer
vorzugsweise eine unterschiedliche Offnungsflache.
Dies ermoglicht es beispielsweise, zu erfassende
Partikel nach ihrer GréRe zu sortieren und/oder Mes-
sungen an Partikeln unterschiedlicher Grofie simul-
tan durchzufihren.

[0025] Zusatzlich oder alternativ hat die Differenz
zwischen den elektrischen Potentialen der zweiten
Kammer und der ersten Kammer ein anderes Vorzei-
chen als die Differenz zwischen den elektrischen Po-
tentialen der dritten Kammer und der ersten Kammer.
Dadurch konnen die zu erfassenden Partikel auch ih-
rer Ladung nach differenziert und sortiert werden.

[0026] Weitere Vorteile und Merkmale der vorlie-
genden Erfindung ergeben sich aus der nachfolgen-
den Beschreibung, in der die Erfindung anhand meh-
rerer Ausfuhrungsbeispiele unter Bezugnahme auf
die beigefligten Zeichnungen erlautert wird, von de-
nen

[0027] Eig.1 eine schematische Darstellung einer
Vorrichtung zum Erfassen und/oder Charakterisieren
von Partikeln nach dem Stand der Technik zeigt;

[0028] Fig. 2 Stromsignale zeigt, die eine Anderung
der Impedanz einer Nanopore beztiglich eines lonen-
stroms charakterisieren, wenn ein Partikel eine Na-
nopore durchquert;

[0029] Fig. 3 eine schematische geschnittene Dar-
stellung einer Vorrichtung gemaf einer Weiterbildung
der Erfindung zeigt;

[0030] Fig.4 und Fig.5 das Verhaltnis zwischen
dem lonenstrom und dem Abstand zwischen einer Pi-
pettendffnung und einer Probe zeigen;

[0031] Fig. 6 eine Schnittansicht einer Vorrichtung
nach einer anderen Weiterbildung der Erfindung
zeigt;

[0032] Fig.7 bis Fig.9 unterschiedliche Ausfih-
rungsformen von Pipetten fir Vorrichtungen nach
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Weiterbildungen der Erfindung zeigen;

[0033] Fig. 10 eine schematische Darstellung von
Momentaufnahmen beim Ausbilden einer Nanopore
veranderlicher Grof3e zeigt, indem der Endabschnitt
einer Pipette in ein nachgiebiges Material gedriickt
wird; und

[0034] Fig. 11 und Fig. 12 Beispiele flir Nanoporen
unterschiedlicher Grofie.

[0035] In Fig. 3 ist eine Vorrichtung 22 zum Erfas-
sen oder Charakterisieren von Partikeln schematisch
dargestellt. Die Vorrichtung 22 umfal3t eine Pipette 24
mit einem Ko&rperabschnitt 26 und einem En-
dabschnitt 28, in dem eine Offnung 30 ausgebildet
ist. Die Pipette 24 wird auch als ,Nanopipette" be-
zeichnet. Sie ist beispielsweise aus einem
Glas-Rohrchen mit einem Innendurchmesser von ty-
pischerweise 1 bis 2 mm hergestellt, dessen eines
Ende erhitzt und langgezogen wird, um den En-
dabschnitt 28 zu bilden. In dem ausgezogenen En-
dabschnitt 28 verringert sich der Innendurchmesser
der Pipette 24 iber eine Strecke von typischerweise
einigen Millimeter auf einen minimalen Durchmesser
bei der Offnung 30, der zwischen 40 nm und einigen
Mikrometern betragen kann.

[0036] Im Kdrperabschnitt 26 der Pipette 24 ist eine
Trennwand 32 ausgebildet. Die Trennwand 32 trennt
eine erste Kammer 34 des Innenraums der Pipette
24, die mit der Offnung 30 verbunden ist, von einer
zweiten Kammer 36. In der Trennwand 32 ist eine
Nanopore 38 ausgebildet, die die einzige Verbindung
zwischen der ersten und der zweiten Kammer 34, 36
bildet.

[0037] Die Nanopore 38 hat einen Querschnitt bzw.
eine Offnungsflache, die so gewahlt ist, daR sie sich
zum Erfassen und Charakterisieren von Partikeln
nach dem Coulter-Prinzip eignet, welches im Zusam-
menhang mit Eig. 1 beschrieben wurde. Der Durch-
messer der Nanopore 38 hangt in der konkreten An-
wendung daher von der GréRe der Partikel ab, die zu
detektieren sind. In einer typischen Anwendung ist
der Durchmesser der Nanopore 38 kleiner als 30 nm
(entsprechend einer Offnungsfléache von ca. 700 nm?)
und vorzugsweise kleiner als 15 nm (entsprechend
einer Offnungsflache von rund 200 nm?). Bei dieser
Gelegenheit wird darauf hingewiesen, daf} bei der Pi-
pette 24 in manchen Ausfihrungsformen die Offnung
30 selbst im Nanometerbereich liegt und daher als
,Nanopore" bezeichnet werden koénnte. Jedoch ist
die Offnung 30 im gezeigten Ausfiihrungsbeispiel
deutlich gréRer als die Nanopore 38, und sie erfillt
auch nicht die Funktion einer Nanopore im Sinne des
Coulter-Prinzips. Wenn namlich der Endabschnitt 28
der Pipette 24 so stark ausgezogen ware, dal} die
Offnung 30 beispielsweise auf einen Durchmesser
von einigen Nanometern verengt wirde, ware der Wi-

derstand fir den lonenflu® durch den Endabschnitt
28, d. h. den Halsabschnitt der Pipette 24, zu hoch,
als dafd sich mit den gegenwartig bekannten MefRvor-
richtungen Coulter-Messungen guter Qualitat errei-
chen lielen.

[0038] Die Pipette 24 ist in einen Behalter 40 ge-
taucht, auf dessen Boden sich eine Probe 42 befin-
det, bei der es sich beispielsweise um lebende Zellen
handelt. Der Behalter 40 ist mit einem Elektrolyten 44
gefillt, der in der Darstellung von Fig. 3 durch Wel-
lensymbole angedeutet ist. In dem Elektrolyten 44
befinden sich ferner Partikel 46, beispielsweise Mole-
kile oder Molekilkomplexe, die in Fig. 3 durch Punk-
te dargestellt sind, von denen eines exemplarisch mit
Bezugzeichen 46 bezeichnet ist.

[0039] Das Gefal 40 ist auf einem XYZ-Scanner 48
angeordnet, mit dem es relativ zur Pipette 24 in allen
drei Raumrichtungen bewegt werden kann. Alternativ
kénnte auch ein XYZ-Scanner vorgesehen sein, mit
dem die Pipette 24 relativ zum Gefal 40 und der da-
rin enthaltenen Probe 42 bewegt wiirde.

[0040] Eine erste Elektrode 50 ist aul3erhalb der Pi-
pette 24 in den Elektrolyten 44 getaucht und halt den
Elektrolyten 44 in dem Gefall 40 auf einem ersten
Potential V,. In der ersten Kammer 34 der Pipette 24
befindet sich eine zweite Elektrode 52, die den Elek-
trolyten in der ersten Kammer 34 auf einem Potential
V, hélt. SchlieRlich befindet sich in der zweiten Kam-
mer 36 eine dritte Elektrode 54, die den Elektrolyten
in der zweiten Kammer 36 auf einem dritten Potential
V, hélt. Eine erste Strommefvorrichtung 56 mif3t im
wesentlichen (d. h. bis auf den Strom, der durch die
Nanopore in die zweite Kammer 36 flie3t) den lonen-
strom des Elektrolyten zwischen dem Behalter 40
und der ersten Kammer 34. Eine zweite Strommelf3-
vorrichtung 58 mif3t den lonenstroms des Elektroly-
ten zwischen der ersten Kammer 34 und der zweiten
Kammer 36. Die von den Strommefvorrichtungen 56
und 58 gemessenen Strome werden uber Signallei-
tungen 60 zu einem Computer 62 Ubertragen. Der
Computer 62 ist Uber eine weitere Signalleitung 60
mit dem XYZ-Scanner 48 verbunden, Uber die er die-
sen ansteuern kann. Ferner ist der Computer 62 Uber
eine weitere Signalleitung 60 mit einem Ausgabege-
rat, beispielsweise einem Bildschirm verbunden.

[0041] Im folgenden wird die Funktion der Vorrich-
tung 22 von Fig. 3 beschrieben. Der Computer 62
steuert den XYZ-Scanner 48 derart an, daf3 der En-
dabschnitt 28 der Pipette 24 in einem konstanten Ab-
stand Uber die Oberflache der Probe gefahren wird.
Der Abstand zwischen dem Endabschnitt der Pipette
24 und der Probe 42 wird dabei nach einem Prinzip
eingestellt, welches per se von sogenannten Ras-
ter-lonenleitfahigkeits-Mikroskopen bekannt ist. Auf-
grund des Unterschiedes zwischen den Potentialen
V, und V, flielt ein lonenstrom zwischen dem Behal-

5/19



DE 10 2006 035 072 B4 2009.03.12

ter 40 und der ersten Kammer 34. Dieser lonenstrom
wird mit der Strommefvorrichtung 56 gemessen.
Wenn sich die Offnung 30 der Probe 42 nahert, tritt
ab einer bestimmten Entfernung ein sogenannter
~Abschnureffekt" auf, aufgrund dessen der Durchtritt
von lonen durch die Offnung 30 erschwert wird, was
zu einem Abfall des mit der Vorrichtung 56 gemesse-
nen lonenstroms fihrt.

[0042] Fig. 4 und Fig. 5 zeigen das Verhaltnis zwi-
schen dem Abstand zwischen dem Endabschnitt 28
der Pipette 24 und der Probe 42 einerseits und dem
gemessenen lonenstrom durch die Offnung 30 ande-
rerseits. In den Diagrammen von Fig. 4 und Fig. 5 ist
auf der Abszisse die vertikale Bewegung (d. h. Bewe-
gung in Z-Richtung) des Behalters 40 durch den
XYZ-Scanner aufgetragen und auf der Ordinate der
mit der StrommeRvorrichtung 56 gemessene Strom.
Fig. 5 zeigt einen vergroRerten Ausschnitt der Mes-
sung von Fig.4. In beiden Diagrammen ist die
Strom-Abstandskurve sowohl fir das Annahern der
Pipette 24 an die Probe als auch fir deren Zurickzie-
hen gezeigt. Die Abweichung der beiden Kurven von-
einander demonstriert eine Hysterese des beschrie-
benen ,Abschnureffekts".

[0043] In einer Ausfiihrungsform wird die Pipette 24
so Uber die Probe 42 gefahren, dal’ der mit der
Strommelvorrichtung 56 gemessene Strom auf ei-
nem konstanten Wert gehalten wird. Der gemessene
Strom entspricht nahezu dem lonenstrom durch die
Offnung 30, vermindert um den lonenstrom durch die
Nanopore 38, der aber aufgrund der geringen GréRe
der Nanopore 38 nur einen kleineren Anteil aus-
macht. Der Computer 62 steuert den XYZ-Scanner
so an, dal} der lonenstrom und damit der Abstand
zwischen Pipette 24 und Proben 42 beim Abrastern
konstant gehalten wird. Die beim Abtasten der Ober-
flache der Probe 42 durchgefiihrten Bewegungen
des XYZ-Scanners werden vom Computer 62 aufge-
zeichnet, und aus ihnen wird ein topographisches
Bild der Oberflache erzeugt, welches an die Ausga-
bevorrichtung 64 ausgegeben wird. Alternativ zum
beschriebenen Verfahren kdnnte die Pipette 24 auch
zumindest abschnittsweise auf einem konstanten ho-
rizontalen Niveau (d. h. bei einen konstanten Z-Wert
des XYZ-Scanners 48) Uber die Probe 42 gefahren
werden und der Abstand zwischen der Offnung 30
und der Probe 42 durch Anderungen im gemessenen
Strom unter Zuhilfenahme der Diagramme von Fig. 4
und Fig. 5 gemessen werden, um dadurch ebenfalls
ein topographisches Bild bzw. Relief der Probe 42 zu
erzeugen.

[0044] In der Ausfihrungsform von Fig. 3 sind die
zu erfassenden Partikel 46 geladen, und sie werden
aufgrund der Unterschiede zwischen den Potentialen
V,, V, und V, von auBBerhalb der Pipette 24 durch die
Offnung 30 und durch die Nanopore 38 in die zweite
Kammer 36 bewegt. Beim Durchtritt der Partikel 46

durch die Nanopore 38 wird die Impedanz der Nano-
pore 38 bezlglich des lonenstroms des Elektrolyten
variiert, was bei der StrommefRvorrichtung 58 zu
Stromsignalen von der Art fuhrt, wie sie in Fig. 2 ge-
zeigt sind. Durch Analyse der Stromsignale der
StrommeRvorrichtung 58 kdénnen die Partikel 46 auf
ahnliche Weise erfal3t und charakterisiert werden,
wie dies im Zusammenhang mit dem Coulter-Zahler
von Fig. 1 erlautert wurde.

[0045] Es wird jedoch deutlich, daf® die Funktion der
Vorrichtung von Fig. 3 weit Uber diejenige des her-
kdmmlichen Coulter-Zahlers von Fig. 1 hinausgeht.
Da der PartikelfluR der Partikel 46 durch die Offnung
30 der Pipette 24 geht, kdnnen die Partikel je nach
gegenwartiger Position der Pipette 24 bezuglich der
Probe 42 ortsaufgelost erfal’t und charakterisiert
werden. Wenn die Probe 42 beispielsweise eine le-
bende Zelle ist, in deren Zellmembran Kanale ausge-
bildet sind, durch die Partikel 46 hindurchtreten, kdn-
nen die austretenden Partikel ortsaufgelost detektiert
werden. Z. B. kénnen die Kanale durch eine lokal er-
héhte Konzentration der Partikel ,sichtbar" gemacht
werden. Auch kénnen Partikel, die durch Offnungen
zwischen Zellen einer Zellschicht hindurchtreten, er-
fakt und charakterisiert werden. Ahnliche Untersu-
chungen kdnnen bisher nur durch Markierung von
Molekulen durchgefiihrt werden. Die Vorrichtung von
Eig. 3 hingegen gestattet eine markierungsfreie De-
tektion von Molekdlen, insbesondere Biomolekdilen.
Auch kann durch Analyse der Stromsignale an der
StrommeRvorrichtung 58 die GroRRe, Zusammenset-
zung und/oder Struktur der Partikel analysiert wer-
den.

[0046] Ein weiterer funktioneller Unterschied zwi-
schen der Vorrichtung von Eig. 3 und einem her-
kédmmlichen Coulter-Zahler besteht darin, dafl die
Partikel nach dem Durchtritt durch die Nanopore 38
nicht unkontrolliert durch ein groRes Reservoir diffun-
dieren. Statt dessen befinden sich die Partikel 46
nach dem Durchtritt durch die Nanopore 38 in der
raumlich eng begrenzten zweiten Kammer 36, und
sie kdnnen aus dieser zur weiteren Analyse entnom-
men werden. Auch besteht die Moglichkeit, ein Parti-
kel durch Umpolen der Spannung zwischen den
Elektroden 52 und 54 mindestens zweimal durch die
Nanopore 38 hin und her zu treiben, wodurch weitere
Information Uber das Partikel gewonnen werden
kann. Allgemein gestattet der Aufbau mit der Pipette
24 und insbesondere mit deren Kammern es, die zu
untersuchenden oder bereits untersuchten Partikel
einzuschlieRen, um sie fur weitere Untersuchungen
verfligbar zu machen.

[0047] Die von der StrommefRvorrichtung 58 ge-
messenen Signale werden vom Computer 62 verar-
beitet. Der Computer 62 kann ein Bild erzeugen, das
die Messungen der Partikel, beispielsweise deren
Konzentration, in Abhangigkeit vom Ort der Pipetten-
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offnung 30 reprasentiert.

[0048] In Fig. 6 ist eine alternative Ausfiihrungsform
einer Vorrichtung 66 nach einer Weiterbildung der Er-
findung gezeigt. Gleiche oder ahnliche Bestandteile
der Vorrichtung 66 werden mit denselben Bezugszei-
chen bezeichnet wie in Fig. 3. Die Vorrichtung 66 um-
faldt eine Pipette 24, deren Aufbau mit derjenigen von
Fig. 3 identisch ist und daher nicht noch einmal be-
schrieben wird. Die Vorrichtung 66 umfafit ebenfalls
einen Behalter 40, in dem ein Elektrolyt 44 und zu er-
fassende Partikel 46 enthalten sind, eine Probe 42,
die im Ausfuhrungsbeispiel von Fig. 6 durch eine bi-
ologische Membran gebildet ist, und einen
XYZ-Scanner 48. Die Membran 42 ist zwischen Ma-
gneten 68 und einem Eisenring 70 eingespannt und
wird dadurch gehalten.

[0049] Der Hauptunterschied zwischen den Vorrich-
tungen von Fig. 3 und Fig. 6 besteht in der Abstands-
messung zwischen dem Endabschnitt 28 der Pipette
24 und der Probe 42. Bei der Vorrichtung 66 von
Fig. 6 wird der Abstand durch Scherkrafte bestimmt,
die auftreten, wenn sich der Endabschnitt der Pipette
24 der Probe 42 nahert. Dazu wird der Endabschnitt
28 der Pipette 24 mit einem Piezoaktor 72 in Schwin-
gungen versetzt. Ein Laser 74 erzeugt einen Laser-
strahl 76, der auf den Endabschnitt 28 der Pipette 24
fokussiert ist. Der Laserstrahl 76 trifft auf einen posi-
tionsempfindlichen Sensor, beispielsweise einen
segmentierten Fotodetektor 78. Wenn sich der En-
dabschnitt 28 der Pipette 24 der Probe 42 nahert, tre-
ten Scherkrafte auf, die die Vibration des En-
dabschnitts 28 dampfen. Die Modulation der Vibrati-
on des Endabschnitts 28, die fir die Scherkrafte cha-
rakteristisch ist, wird vom Fotodetektor 78 detektiert.

[0050] Die Membran (Probe) 42 von Fig. 6 hat Off-
nungen 80, durch die die zu erfassende Partikel 46
hindurchtreten kdnnen. Wenn die Pipette 24 der Vor-
richtung 66 Uber die Membran 42 gerastert wird, wer-
den einerseits die Offnungen 80 durch Modulation in
der Scherkraft detektiert, andererseits werden die
Offnungen durch lokale Konzentrationsénderungen
in den erfalRten Partikeln 46 detektiert, und die Parti-
kel kdbnnen dartber hinaus ortsaufgeldst charakteri-
siert werden.

[0051] InFig. 7 ist eine alternative Ausfiihrungsform
82 einer Vorrichtung nach einer Weiterbildung der Er-
findung gezeigt. Die Vorrichtung 82 umfaldt eine Pi-
pette 24, die in ihrem Aufbau denjenigen von Fig. 3
und Fig. 6 entspricht. Die Vorrichtung von Fig. 7 um-
falRt Mittel (nicht gezeigt) zum Erzeugen eines Druck-
unterschiedes zwischen dem Druck p, im Behélter 40
auflierhalb der Pipette 24 und einem Druck p, in der
ersten Kammer 34 der Pipette 24 wobei p, < p,.
Durch diesen Druckunterschied wird auch bei
nicht-geladenen zu untersuchenden Partikeln 46 ein
Partikelflu® von auf3erhalb der Pipette 24 durch die

Offnung 30 hindurch in die erste Kammer 34 der Pi-
pette erzeugt. Der Druck p, in der zweiten Kammer
36 ist noch geringer als der Druck p, in der ersten
Kammer 34, so dal zumindest ein Teil des Partikel-
flusses durch die Nanopore 38 geflihrt wird.

[0052] Der Druckunterschied kann beispielsweise
dadurch hergestellt werden, da® an den Kammern 34
und 36 gesaugt wird, wie durch den Pfeil 84 in Fig. 7
schematisch angedeutet ist. Aufgrund des Druckun-
terschiedes ist der Pegel in der ersten Kammer 34 in
der Darstellung von Fig. 7 gegenuber dem Pegel des
Elektrolyten in dem Behalter 40 erhéht. Obwohl der
Druck p, in der zweiten Kammer 36 noch geringer ist
als p,, ist in der Darstellung von Fig. 7 der Elektrolyt-
pegel in der zweiten Kammer 36 nicht sichtbar er-
hoht, weil der Elektrolyt- und Partikelflud durch die
Nanopore 38 aufgrund deren geringen Querschnitts
vergleichsweise gering ist.

[0053] Fig. 8 und Fig. 9 zeigen alternative Ausfiih-
rungsformen der Pipette. Fig. 8 zeigt eine Pipette 86
mit einem Koérperabschnitt 26, einem Endabschnitt
28 und einer Offnung 30. Die Pipette 86 umfaft eine
erste Kammer 88 und eine zweite Kammer 90, die
durch eine Trennwand 92 voneinander getrennt sind.
Die erste und die zweite Kammer 88, 90 sind beide
mit der Offnung 30 verbunden. Die Pipette 86 umfaft
ferner eine dritte Kammer 94, die von der ersten
Kammer 88 durch eine Trennwand 96 getrennt ist, in
der eine erste Nanopore 98 ausgebildet ist. Aul3er-
dem umfaldt die Pipette 86 eine vierte Kammer 100,
die von der zweiten Kammer 90 durch eine Trenn-
wand 102 getrennt ist, in der eine zweite Nanopore
104 ausgebildet ist. In der ersten Kammer 88 ist eine
erste Elektrode 106 angeordnet, die die erste Kam-
mer auf eifern Potential V, halt, in der zweiten Kam-
mer 90 eine zweite Elektrode 108, die die zweite
Kammer 90 auf einem Potential V, halt, in der dritten
Kammer 94 eine dritte Elektrode 110, die die dritte
Kammer 94 auf einem Potential V, halt und in der
vierten Kammer 100 eine vierte Elektrode 112, die die
vierte Kammer 100 auf einem Potential V, halt. Be-
zuglich der Potentiale V, bis V, gilt die folgende Be-
ziehung: V, >V, >V, > V,. AuBerhalb der Pipette 24
ist auBerdem eine Badelektrode 113 in den Elektroly-
ten 44 getaucht, die sich auf einem Potential V, befin-
det, wobei V, >V, > V,,.

[0054] Bei der Pipette 86 von Fig. 8 kdnnen zu er-
fassende Partikel 46 unterschiedlicher Ladung ge-
trennt und separat erfa®t und charakterisiert werden.
Negativ geladene Partikel 46 werden durch die Off-
nung 30 in die erste Kammer 88 transportiert, und ein
Teil von ihnen flielt weiter durch die erste Nanopore
98 in die dritte Kammer 94. Beim Durchtritt durch die
erste Nanopore 98 kdnnen mit Hilfe einer StrommeR-
vorrichtung 114 Anderungen der Impedanz der ers-
ten Nanopore 98 gemessen werden, wodurch die
Partikel 46 wie oben beschrieben erfalt und charak-
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terisiert werden kdnnen. Auf ahnliche Weise gelan-
gen positive zu erfassende Partikel 46 durch die Off-
nung 30 in die zweite Kammer 90 und weiter durch
die zweite Nanopore 104 in die vierte Kammer 100,
wobei die positiven Partikel mit Hilfe einer StrommeR-
vorrichtung 116 auf oben beschriebene Weise erfalit
und charakterisiert werden kénnen. Mit Hilfe der
Strommelvorrichtungen 118 und/oder 120 kann fer-
ner der Abstand zwischen dem Endabschnitt 28 der
Pipette 86 und der Probe 42 auf die oben beschriebe-
ne Weise gemessen werden, so dal® auch die Pipette
86 als Rastersonde verwendbar ist.

[0055] Fig.9 zeigt dieselbe Pipette 86 wie Fig. 8,
bei der lediglich die Elektroden 106, 108, 110 und 112
anders geschaltet sind. Der Ubersichtlichkeit halber
sind in Fig. 9 alle Bezugszeichen weggelassen, die
mit denjenigen von Fig. 8 identisch sind. Der Haupt-
unterschied zwischen Fig. 8 und Fig. 9 besteht darin,
dafd bei der Vorrichtung von Fig. 9 der Strom gemes-
sen wird, der zwischen der ersten Kammer 88 und
der zweiten Kammer 90 flief3t. Dazu wird eine Strom-
meRvorrichtung 122 verwendet, die zwischen die
erste Elektrode 106 und die zweite Elektrode 108 ge-
schaltet ist. Der lonenstrom zwischen der ersten
Kammer 88 und der zweiten Kammer 90 flieRt um
das in der Darstellung von Fig. 9 untere Ende der
Trennwand 92 herum.

[0056] Dieser lonenstrom wird beim Annahern der
Pipette 86 an die Probe 42 abgeschniirt, so dal} er
sich zur Abstandsmessung eignet.

[0057] Eia.8 und Fig.9 zeigen nur beispielhafte
Weiterentwicklungen der Pipette, die fur die erfin-
dungsgemalie Vorrichtung und das erfindungsgema-
Re Verfahren verwendbar sind, und viele weitere Mo-
difikationen sind méglich. Beispielsweise kdnnten die
erste und die zweite Nanopore 98, 104 unterschiedli-
che Groflen haben, um die zu erfassenden Partikel
46 nach ihrer Grof3e zu charakterisieren oder zu sor-
tieren. Auch kénnte man sich die Trennwand 92 in
Fig. 8 und Fig. 9 wegdenken und sich statt dessen
eine Vielzahl von Kammern vorstellen, die jeweils
durch eine Nanopore unterschiedlicher GréRRe mit ei-
ner Hauptkammer verbunden sind, die ihrerseits mit
der Offnung 30 verbunden ist.

[0058] Eine weitere Ausfiuhrungsform der vorliegen-
den Erfindung wird im Zusammenhang mit Fig. 10
beschrieben. Fig. 10 zeigt Momentaufnahmen des
aulersten Endes eines Endabschnittes 28 einer Pi-
pette, der in ein nachgiebiges Material 124 gedrickt
wird. Bei dem nachgiebigen Material 124 kann es
sich beispielsweise um eine Polymermaterialschicht,
beispielsweise eine Schicht aus Poly-dimethylsiloxan
handeln, die extra zu diesem Zweck bereitgestellt ist.
Bei dem nachgiebigen Material 124 kann es sich aber
auch um eine Probe handeln, beispielsweise eine
Zelle. Die Mittel zum Bewegen der Pipette relativ zu

einer Probe, wie beispielsweise der XYZ-Scanner 48
der vorhergehenden Figuren, sind dazu ausgelegt,
den Endabschnitt 28 der Pipette 24 derart in das
nachgiebige Material 124 zu driicken, dal} sich die ef-
fektive Offnungsflaiche der Offnung 30 verringert.
Diese Verringerung der Offnungsflache ist in der Ab-
folge von Momentaufnahmen a bis ¢ zu erkennen, bei
der die effektive Offnung der Offnung 30 nach und
nach sichelférmig eingeengt wird. Dadurch wird die
Offnung 30 zu einer Nanopore mit veréanderbarer
GroRe.

[0059] In dem Beispiel von Fig. 10 ist die Pipette
schrag zu der Oberflache des nachgiebigen Materi-
als gerichtet, wodurch sich die sichelférmige Ein-
schniirung der effektiven Offnungsflache ergibt. Die
Pipette kdnnte jedoch auch senkrecht zur Oberflache
gerichtet sein und dafiir das Ende der Pipette abge-
schragt sein.

[0060] Wie eingangs erwahnt wurde, bildet die Off-
nung 30 der Pipette bei den hier im Detail beschrie-
benen Ausflihrungsformen selbst nicht die Nanopore
fur die Erfassung und Charakterisierung von Parti-
keln nach dem Coulter-Prinzip. Vielmehr ist die Off-
nung 30 hier gréRer, als dies fur die Coulter-Messun-
gen zweckdienlich ware, damit der Widerstand fir
den lonenstrom durch den Endabschnitt der Pipette
nicht zu gro® wird. Statt dessen waren bei den Aus-
fuhrungsformen von Eig. 3 und Eig. 6 bis Fig. 9 die
Nanoporen in einer Trennwand im Inneren der Pipet-
te angeordnet.

[0061] Die Ausfihrungsform von Fig. 10 gibt eine
Méglichkeit an, die Nanopore gewissermalien wah-
rend des Betriebs der Vorrichtung auszubilden, in-
dem die Pipettendffnung 30 auf die in Eig. 10 gezeig-
te Weise verengt wird, um dadurch die fur die beab-
sichtigte Messung geeignete Nanopore zu erzeugen.
Die Vorrichtung benétigt dann keine weitere Nanopo-
re im Inneren der Pipette mehr.

[0062] Beim Betrieb der Vorrichtung nach dieser
Weiterbildung kann die Pipette, ahnlich wie im Zu-
sammenhang mit Fig. 3 beschrieben, Gber eine Pro-
be gerastert werden, wobei der Abschnureffekt zur
Abstandmessung verwendet wird. Dann kann die Pi-
pette zum Zwecke der Partikelmessung weiter auf die
Probe zu bewegt werden, um dadurch die effektive
Offnungsflache der Offnung 30 zu verringern. Bei
derart verringerter effektiver Offnungsfléache kann die
teilweise verdeckte Offnung 30 als Nanopore 126 fiir
die Coulter-Messung verwendet werden. Dabei kann
die effektive Offnungsflache der Offnung 30 variiert
werden, um die Partikel noch genauer zu charakteri-
sieren. Die GréRke der effektiven Offnungsflache kann
beispielsweise Uber die Starke eines lonenstroms in
Gegenwart eines bekannten Elektrolyten eingestellt
werden, der zwischen den Durchgangen von Parti-
keln durch die Offnung 30 flieRt.
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[0063] Auch die Nanoporen 38, 98, 104 aus den
Fig. 3 und Fig. 6 bis Fig. 9 kdnnen einen verander-
baren Querschnitt haben. Beispiele fir Nanoporen
mit veranderbarem Querschnitt sind in Fig. 11 und
Fig. 12 gezeigt. Fig. 11 zeigt eine Nanopore 128, die
durch einen Kanal 130 gebildet wird, der in einem fle-
xiblen Material 132 ausgebildet ist. Der Kanal 130
kann beispielsweise mit konventioneller Mikrokon-
takt-Printing-Technologie hergestellt werden. Ein Pie-
zoaktor 134 ist so angeordnet, dal} er das flexible
Material 132 zusammendricken und dadurch den
Kanal 130 verengen kann, um dadurch den Quer-
schnitt der Nanopore 128 zu verengen. Wenn der Pi-
ezoaktor 134 sich wieder zusammenzieht, weitet sich
der Kanal 130 wieder. Somit ist die Verstellung der
Grole der Nanopore 128 reversibel. In Fig. 11 deu-
ten die schraffierten Bereiche Abschnitte einer Trenn-
wand oder Membran an, in der die Nanopore 128 an-
geordnetist, bei denen es sich beispielsweise um Ab-
schnitte der Trennwand 32 von Fig. 3 handeln kénn-
te.

[0064] Fig. 12 zeigt eine Nanopore 136, die in einer
flexiblen Membran 138 ausgebildet ist. Durch Zug auf
die Membran, wie er durch die Pfeile in Fig. 12 sche-
matisch angedeutet ist, verformt sich die Membran
138, und die Grolte der Nanopore 136 verandert sich.
Der Zug kann beispielsweise durch Piezoaktoren
(nicht gezeigt) bewerkstelligt werden.

[0065] Die in der vorstehenden Beschreibung, den
Ansprichen und den Figuren offenbarten Merkmale
kdnnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombi-
nation fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren
verschiedenen Ausfiuhrungen von Bedeutung sein.

Bezugszeichenliste

56 und 58 StrommeRvorrichtungen

60 Signalleitungen

62 Computer

64 Ausgabeeinheit

66 Vorrichtung nach einer Weiterbildung
der Erfindung

68 Magneten

70 Eisenring

72 Piezo-Aktuator

74 Laser

76 Laserstrahl

78 Fotodetektor

80 Membrandéffnungen

82 Vorrichtung nach einer Weiterbildung
der Erfindung

84 Saugrichtung

86 Pipette

88 erste Kammer

90 zweite Kammer

92 Trennwand

94 dritte Kammer

96 Trennwand

98 Nanopore

100 vierte Kammer

102 Trennwand

104 Nanopore

106 bis 113 Elektroden

114 bis 120 StrommeRvorrichtungen

122 Strommelvorrichtung

124 nachgiebiges Material

126 Nanopore veranderlicher Groe

128 Nanopore veranderlicher GroRe

130 Kanal

132 flexibles Material

134 Piezoaktor

136 Nanopore veranderbarer Grofie

138 Membran

Patentanspriiche

1. Vorrichtung (22, 66) zum Erfassen und/oder
Charakterisieren von Partikeln (46), die folgendes

umfafdt:

mindestens eine Nanopore (38, 98, 104, 126),

10 erste Kammer

12 zweite Kammer

14 Trennwand

16 Nanopore

18 Partikel

20 StrommelRvorrichtung

22 Vorrichtung nach einer Weiterbildung
der Erfindung

24 Pipette

26 Kdrperabschnitt

28 Endabschnitt

30 Offnung

32 Trennwand

34 erste Kammer

36 zweite Kammer

38 Nanopore

40 Behalter

42 Probe

44 Elektrolyt

46 zu erfassende Partikel

48 XYZ-Scanner

50-54 Elektroden

eine Spannungsquelle zum Erzeugen eines elekitri-
schen Potentialunterschiedes zwischen den beiden
Seiten der mindestens einen Nanopore (38, 98, 104,
126), um einen lonenstrom durch die Nanopore (38,
98, 104, 126) zu erzeugen, wenn die Nanopore (38,
98, 104, 126) von einem Elektrolyten (44) umgeben
ist; und

eine Meleinrichtung (58, 114, 116), die geeignet ist,
eine Anderung der Impedanz der mindestens einen
Nanopore (38, 98, 104, 126) bezlglich des lonenstro-
mes zu erfassen, wenn eines oder mehrere von zu
erfassenden Partikeln (46), die in dem Elektrolyten
(44) enthalten sind, die mindestens eine Nanopore
(38, 98, 104, 126) durchquert bzw. durchqueren, ge-
kennzeichnet durch

eine Pipette (24, 86) mit einem Endabschnitt (28), in
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dem eine Offnung (30) ausgebildet ist,

Mittel zum Erzeugen eines Partikelflusses von den zu
erfassenden Partikeln (46) von auf3erhalb der Pipette
(24, 86) durch die Offnung (30) und durch die Nano-
pore (38, 98, 104, 126); und

Mittel (48) zum Bewegen der Pipette (24, 86) relativ
zu einer Probe (42).

2. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 1, bei der
die Mittel zum Erzeugen des Partikelflusses zumin-
dest teilweise durch die genannte Spannungsquelle
gebildet sind.

3. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 1 oder 2,
bei der die Mittel zum Erzeugen des Partikelflusses
Mittel zum Erzeugen eines Druckunterschiedes zwi-
schen einem Abschnitt im Inneren und einem Ab-
schnitt im AuReren der Pipette (24, 86) umfassen.

4. Vorrichtung (22, 66) nach einem der vorherge-
henden Anspriiche, bei der die mindestens eine Na-
nopore (38, 98, 104, 126) eine Offnungsflache von
weniger als 2000 nm?, vorzugsweise weniger als 700
nm? und insbesondere weniger als 200 nm? hat.

5. Vorrichtung (22, 66) nach einem der vorherge-
henden Anspriiche, bei der die mindestens eine Na-
nopore (38, 98, 104, 126) eine veranderbare Groflie
hat.

6. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 5, bei der
die mindestens eine Nanopore (38, 98, 104, 126)
durch einen Kanal in einem flexiblen Material gebildet
wird, dessen Querschnitt durch Druck auf das flexible
Material verengbar ist.

7. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 5, bei der
die mindestens eine Nanopore (38, 98, 104, 126) in
einer Membran angeordnet ist und der Querschnitt
der Nanopore durch Dehnung der Membran veran-
derbar ist.

8. Vorrichtung (22, 66) nach einem der vorherge-
henden Anspriiche, mit einem Probenbehalter (40)
zum Aufnehmen des Elektrolyten (44) und mit Bewe-
gungsmitteln (48) zum Bewegen der Pipette (24, 86)
und des Probenbehalters (40) relativ zueinander.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8 in Abhangigkeit
von Anspruch 5, bei der die Bewegungsmittel (48)
dazu ausgelegt sind, den Endabschnitt (28) der Pi-
pette derart in ein der Offnung (30) im Endabschnitt
(28) gegenulberliegendes nachgiebiges Material
(124) zu driicken, daR sich die effektive Offnungsfla-
che der Offnung (30) verringert, um dadurch die Na-
nopore (126) veranderbarer Groé3e zu bilden.

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, bei der das
nachgiebige Material durch eine Flache aus einem
Polymermaterial, insbesondere aus Poly-(Dimethyl-

siloxan) gebildet wird.

11. Vorrichtung (22, 66) nach einem der Anspru-
che 8 bis 10, bei der die Bewegungsmittel einen
XYZ-Scanner (48) umfassen.

12. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 11, mit ei-
ner Steuerungseinrichtung (62) zum Ansteuern des
XYZ-Scanners (48) zum Abtasten der Oberflache ei-
ner Probe (42), indem der Endabschnitt (28) der Pi-
pette (24, 86) in einem konstanten Abstand Uber die
Oberflache der Probe (42) gefahren wird.

13. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 12, mit
einer Datenverarbeitungseinrichtung (62), die so pro-
grammiert ist, daf} sie die beim Abtasten der Oberfla-
che der Probe (42) durchgefiihrten Relativbewegun-
gen zwischen dem Endabschnitt (28) der Pipette (24,
86) und der Probe (42) aufzeichnet und daraus ein to-
pographisches Bild der Probe (42) und/oder ein Bild
erzeugt, das die Messungen der Partikel (46) in Ab-
hangigkeit vom Ort der Pipettendffnung (30) repra-
sentiert.

14. Vorrichtung (22, 66) nach Anspruch 12 oder
13, bei der der Abstand zwischen dem Endabschnitt
(28) der Pipette (24, 86) und der Probe (42) basie-
rend auf einem lonenstrom durch die Offnung (30) im
Endabschnitt (28) der Pipette (24, 86) eingestellt
wird.

15. Vorrichtung (22, 66) nach einem der Anspru-
che 12 bis 14, bei der der Abstand zwischen dem En-
dabschnitt (28) der Pipette (24, 86) und der Probe
(42) basierend auf Scherkraften eingestellt wird, die
auf den Endabschnitt (28) der Pipette (24, 86) wirken.

16. Vorrichtung (22, 66) nach einem der vorher-
gehenden Anspriiche, bei der der Innenraum der Pi-
pette (24, 86) eine erste Kammer (34, 88) hat, die di-
rekt mit der Offnung (30) im Endabschnitt (28) der Pi-
pette (24, 86) verbunden ist, und eine zweite Kammer
(36, 94), die von der ersten Kammer (34, 88) durch
eine Trennwand (32, 96) getrennt ist, in welcher die
mindestens eine Nanopore (38, 98) ausgebildet ist.

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, bei der der In-
nenraum der Pipette (24, 86) eine dritte Kammer
(100) enthalt, die von der ersten Kammer (90) durch
eine Trennwand (102) getrennt ist, in welcher min-
destens eine Nanopore (104) ausgebildet ist.

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, bei der die
Nanopore (98) in der Trennwand (96) zwischen der
ersten Kammer (88) und der zweiten Kammer (94)
und die Nanopore (104) in der Trennwand (102) zwi-
schen der ersten Kammer (90) und der dritten Kam-
mer (100) eine unterschiedliche Offnungsfléche ha-
ben.
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19. Vorrichtung nach Anspruch 17 oder 18, bei
der die Differenz zwischen den elektrischen Potenti-
alen der zweiten Kammer und der ersten Kammer ein
anderes Vorzeichen hat als die Differenz zwischen
den elektrischen Potentialen der dritten Kammer und
der ersten Kammer.

20. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, bei der die Partikel einzelne Molekule
sind oder aus Molekulkomplexen bestehen.

21. Verfahren zum Erfassen und/oder Charakte-
risieren von Partikeln, bei dem mindestens eine Na-
nopore (38, 98, 104, 126) in einem Elektrolyten (44)
angeordnet wird, in welchem zu detektierende Parti-
kel (46) enthalten sind;
ein elektrischer Potentialunterschied zwischen den
beiden Seiten der Nanopore (38, 98, 104, 126) her-
gestellt wird, um einen lonenstrom durch die Nanopo-
re (38, 98, 104, 126) zu erzeugen; und
Anderungen der Impedanz der mindestens einen Na-
nopore (38, 98, 104, 126) beziglich des lonenstroms
erfal’t werden, wenn eines oder mehrere der zu er-
fassenden Partikel (46) die mindestens eine Nanopo-
re (38, 98, 104, 126) durchquert bzw. durchqueren;
dadurch gekennzeichnet, dal} ein Partikelflud von
den zu detektierenden Partikeln (46) von auf3erhalb
einer Pipette (24, 86) durch eine Offnung (30) in ei-
nem Endabschnitt (28) der Pipette (24, 86) und durch
die Nanopore (38, 98, 104, 126) hindurch erzeugt
wird und daf} die Pipette (24, 86) relativ zu einer Pro-
be (46) bewegt wird.

22. Verfahren nach Anspruch 21, bei dem die
Grole der mindestens einen Nanopore (38, 98, 104,
126) verandert wird.

23. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem der En-
dabschnitt (28) der Pipette derart in ein der Offnung
(30) im Endabschnitt (28) gegeniberliegendes nach-
giebiges Material (124) gedriickt wird, daf sich die ef-
fektive Offnungsflache der Offnung (30) verringert,
um dadurch eine Nanopore (126) veranderbarer Gro-
Re zu bilden.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 21 bis
23, bei dem der Endabschnitt (28) der Pipette (24,
86) in einem konstanten Abstand tiber die Oberflache
einer Probe (42) gefahren wird und die beim Abtasten
der Oberflache der Probe (42) durchgefiihrten Rela-
tivbewegungen zwischen dem Endabschnitt (28) der
Pipette (24, 86) und der Probe (42) aufgezeichnet
werden und daraus ein topographisches Bild der Pro-
be (42) und/oder ein Bild erzeugt wird, das die Mes-
sungen der Partikel (46) in Abhangigkeit vom Ort der
Pipettendffnung (30) reprasentiert.

25. Verfahren nach Anspruch 24, bei dem der Ab-
stand zwischen dem Endabschnitt (28) der Pipette
(24, 86) und der Probe (42) basierend auf einem lo-

nenstrom durch die Offnung (30) im Endabschnitt
(28) der Pipette (24, 86) eingestellt wird.

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, bei
dem der Abstand zwischen dem Endabschnitt (28)
der Pipette (24, 86) und der Probe (42) basierend auf
Scherkraften eingestellt wird, die auf den En-
dabschnitt (28) der Pipette (24, 86) wirken.

27. Verfahren nach einem der Anspriiche 21 bis
26, bei dem der Innenraum der Pipette (24, 86) eine
erste Kammer (34, 88) hat, die direkt mit der Offnung
(30) im Endabschnitt (28) der Pipette (24, 86) verbun-
denist, und eine zweite Kammer (36, 94), die von der
ersten Kammer (34, 88) durch eine Trennwand (32,
96) getrennt ist, in welcher die mindestens eine Na-
nopore (38, 98) ausgebildet ist.

28. Verfahren nach Anspruch 27, bei dem der In-
nenraum der Pipette (24, 86) eine dritte Kammer
(100) enthalt, die von der ersten Kammer (90) durch
eine Trennwand (102) getrennt ist, in welcher min-
destens eine Nanopore (104) ausgebildet ist.

29. Verfahren nach Anspruch 28, bei dem die Na-
nopore (98) in der Trennwand (96) zwischen der ers-
ten Kammer (88) und der zweiten Kammer (94) und
die Nanopore (104) in der Trennwand (102) zwischen
der ersten Kammer (90) und der dritten Kammer
(100) eine unterschiedliche Offnungsflache haben.

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, bei
dem in der ersten Kammer ein erstes Potential ange-
legt wird, in der zweiten Kammer ein zweites Potenti-
al angelegt wird und in der dritten Kammer ein drittes
Potential angelegt wird und die Differenz zwischen
dem zweiten Potential und dem ersten Potential ein
anderes Vorzeichen hat als die Differenz zwischen
dem dritten Potential und dem ersten Potential.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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