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(57) Abstract

The invention concems a process for detecting molecules or molecule complexes. A measurement probe is brought into contact with
an ultra-microelectrode arrangement comprising at least two electrode structures configured in such a way that the distances between the
different structures lie in the ultra-micro range; an alternating electrical field is created by application of an electrical potential; and the
current or potential fluctuations caused by species present or created in the measurement probe are measured.




(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Detektieren von Molekilen oder Molekiillkomplexen, wobei eine MeBprobe mit einer Ultra-
Mikroelektrodenanordnung (1, 1°, 2, 3, 4, 5) in Kontakt gebracht wird, welche mindestens zwei Elektrodenstrukturen (1, 1’) aufweist, die
derartig zueinander angeordnet sind, da8 die Abstinde zwischen den verschiedenen Strukturen im Ultra-Mikrobereich liegen, durch Anlegen
eines elektrischen Potentials ein elektrisches Wechselfeld erzeugt wird und die Strom- oder Potentialverinderungen gemessen werden, die
durch in der MeBprobe vorhandene oder entstehende Spezies verursacht werden.
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Detektion von Molekiilen und Molekiilkomplexen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Detektieren von
molekularen Spezies sowie einen elektrischen Sensor hierfir.
Solche elektrischen Sensoren, auch Ultra-Mikroelektrodenarrays
genannt, sind fur die chemische Analytik und Prozef3kontrolle aut
verschiedenen Gebieten wie Gesundheitswesen, Biotechnologie,
Umweltschutz und chemischer Industrie einsetzbar. Sie stellen
ein vergleichsweise einfaches Mefisystem dar, das die Bindung
oder Anlagerung von Molekilen im elektrodennahen Raum mefidbar
erfafit.

Bisher bekannt sind optische Sensoren, die unter anderem nach
dem Prinzip der Evanescent-Wave [vgl. Feldman, et al., Biosens.
& Bioelectron., 10 (1995) 423] oder der Lichtreflexion [vgl.
Domenici et al., Biosen. & Bioelectron., 10 (1995) 371 oder
Brecht, Gauglitz, Biosen. & Bioelectron., 10 (1995), 923] oder
der Surface Plasmon Resonanz [vgl. Hauseling et al., Langmuir, 7
(1991) 1837 oder U.Jdbnsson et al., BioTechniques 11 (1991), 620]
Bindungseffekte oder die Anlagerung von Molekllen in dlinnen

Schichten nachzuweisen gestatten.

Fir die direkte elektrische Auslesung solcher Bindungsereignisse
wurden bereits ein potentiometrisches Mefiverfahren [vgl.
Bergfeld, Biosen. & Bioelectron., 6 (1991), 55], ein kapazitives
MeRRverfahren [vgl. Swietlow, Electroanalysis, 4 (1992), 921] und
ein impedimetrisches Mefdverfahren [vgl. Knichel et al.
Sens.&Act. B 28, (1995), 85] beschrieben. Auch
Elektrodenanordnungen nach dem EIS-Prinzip (EIS: Elektrolyt-
Insulator-Semiconductor) wurden vorgeschlagen [vgl. Schyberg et
al. Sens.&Act. B 26-27 (1995) 457 oder Souteyrand et al.
Sens.&Act. B 20, (1994) 631, wobei der Isolator als Kopplungs-
und Ubertragungselement wirkt.

Bei diesen elektrochemischen Meflanordnungen dienen raumlich weit
voneinander entfernte Elektroden zur Erfassung wvon Molekiilen in
der elektrodennahen dlinnen Grenzschicht, die aber durch eine

vergleichsweise grofle Menge an Elektrolyten und anderen
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Substanzen zwischen den Elektroden in vielfacher Weise negativ
beeinfluf’it werden.

Es wurden auch Anwendungen bekannt, bei denen dinne
Moleklilschichten als Gate zwischen Drain und Source von
Transistoren abgeschieden wurden und Informationen uber die
organische Schicht liefern [vgl. Kruse et al. Sens.&Act. B 6

(1992), 101 oder Uhe et al. Electroanalysis, 6(7) (1994), 543].

Allen diesen beschriebenen elektrischen Verfahren mit Elektroden
ist gemeinsam, daf? sie keine Anordnungen aufweisen, die
molekularen Dimensionen nahekommen; in allen diesen Anwendungen
sind die sensortypischen Abmessungen, z.B. zwischen MefR-,
Referenz- und Arbeitselektroden, um Grdfienordnungen von den

molekularen Dimensionen entfernt.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren mit
Hilfe eines elektrischen Sensors vorzuschlagen, das die
Detektion von Molekililen und MoleklGlkomplexen mit hdherer
Nachweisempfindlichkeit bei vergleichsweise geringerem

Systemaufwand ermdglicht.

Die erfindungsgemidfe Losung dieser Aufgabe ist in Anspruch 1
umschrieben. Die weiteren Anspruche zeigen bevorzugte

Ausgestaltungen auf.

Erfindungsgemdf wird das Verfahren zur Detektion von Molekillen
und Molekiilkomplexen mit einer Anordnung durchgefihrt, die
Ultramikroelektrodenarrays aufweist, deren Elektrodenstrukturen
so eng beieinander angeordnet werden, daf3 sie der Grdéfe grofter
Molekillkomplexe, z. B. von Immunoproteinen oder DNS-Molekilen,
nahekommen. Benutzt wird insbesondere der Effekt, daf’ sich
zwischen nahe benachbarten Elektroden elektrische Wechselfelder
erzeugen lassen und der resultierende Strom hauptsachlich von
den detektierten Molekllen und Molekllkomplexen im
elektrodennahen Raum beeinflufft wird. Die Form und Feinstruktur
der Elektroden ist dabei relativ frei wahlbar, wahrend die

minimale Entfernung der Elektroden selbst typischerweise 3 um,
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bevorzugt 1 um unterschreiten sollte.

Die Beeinflussung kann durch Diffusion, durch Anlagerung oder
Bindung der zu messenden Spezies erfolgen. Durch diese Art der
Felderzeugung und Messung mit Hilfe insbesondere der
Impedanzspektroskopie erreicht man erfindungsgemafs, daf
Elektrolyt-Moleklile sowie andere Substanzen in einer Mefprobe
das zwischen den Elektroden anliegende elektrische Feld nur

geringfliigig beeinflussen und somit die Messung nicht stéren.

Eine mehrfache Anordnung dieser Art feinstrukturierter Ultra-
Mikroelektrodenarrays fuhrt in vorteilhafter Weise zur
Verstdrkung des eben beschriebenen Effekts, in dem mit
geeigneter Mef3technik, (z. B. Impedanzmefbrucken) sequentiell
oder parallel gleichartige Messungen realisiert werden. Die
Ultramikroelektrodenarrays kédnnen aus dinnen Schichten von
Edelmetallen wie Gold, Platin oder Iridium oder auch
Kohlenstoffmaterialien bestehen oder diese Materialien enthalten
(Anspruch 16). Sie werden besonders vorteilhaft auf planare
isolierende Trigermaterialien wie Siliziumverbindungen, Glas,
Keramik oder organische Polymere aufgebracht, kdénnen aber auch
zur Planarisierung und mechanischen Stitzung in diese
Materialien eingegraben oder eingelegt sein (Anspruch 17). Die
optimale Anndherung zweier voneinander isolierter
Ultramikroelektroden laRt sich, wie in Fig. 1 dargestellt, z.B.
durch Bander oder parallele Streifen oder maanderfdrmige und
runde oder schneckenartige Strukturen wie auch durch
fingerartige Interdigitalanordnungen in Abstdnden von bevorzugt
<1 pum erreichen. In Fig. 1 sind dazu Anordnungsbeispiele a bis d
ausgefihrt (siehe unten). Die Elektroden sind vorzugsweise zum
MefSraum hin nicht abgedeckt.

Als eine besondere Ausgestaltung der Anordnung der
Ultramikroelektrodenarrays kann vorgesehen sein, dafs man ein
Elektrodenarray mit einem zweiten oder mehreren lberlagert und
die Kreuzungspunkte durch Isolationsschichten voneinander
isoliert (Anspruch 19). Auf diese Weise kdénnen Elektroden in

Abstdnden von nur noch wenigen nm voneinander angeordnet werden,
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wobel die Isolationsschicht die minimale Entfernung definiert
(Fig. le). Allen Anordnungen der Ultra-Mikroelektrodenarrays
gemeinsam ist, dafd sie gut voneinander isoliert sein miissen,
damit zweil, drei oder noch mehr Ultramikroelektrodenarrays durch
isolierte Zuleitung auf dem Chip elektrisch unabhingig einzeln
oder in Gruppen mit Gleich- und/oder Wechselstrom beaufschlagt
werden koénnen (Anspruch 20). Die fir die Isolierung eingesetzten
Werkstoffe (z.B.Kunststoffe oder anorganische Verbindungen wie
Siliciumoxide, -nitride und keramische Materialien) missen fiiber
den Nutzungszeitraum inert gegenuber den in der Probe
verwendeten Verdunnungs- oder Lésungsmitteln (haufig Wasser)
sein. Unter "Ldsungsmittel" sind Reaktionsfliissigkeiten zu
verstehen, in denen eine Molekilbindung, eine -anlagerung oder
eine -diffusion mdéglich ist. Die Mefprobe mufd jedoch nicht
zwingend flissig sein, auch andere Zustdnde sind mdglich. So

kénnen die zu messenden Vorgange auch in einem Gel ablaufen.

Zwischen den Ultramikroelektroden kann das zur Detektion
benutzte elektrische Feld durch Wechselstrom mit Frequenzen
zwischen 1 mHz und 10 MHz und Amplituden zwischen ca. 10 mV und
50 mV erzeugt werden. Dabei werden Potentiale zwischen 0 V und
+/-5 V gewahlt.

Das vorliegende Verfahren erméglicht die Erfassung auch
komplexer Reaktionsabldufe und bietet daher erweiterte
Einsatzmdglichkeiten. Das Eindringen von Molekilen in den
elektrodennahen Bereich mit dem aufgebauten Feld (z.B. durch
Diffusion) oder die Anordnung von Molekiilen in diesem Bereich,
die z.B. durch sog. "self assembling" oder auch durch
Komplexbildung geschehen kann, verandern sowohl die realen als
auch die imagindren Gréfien der komplexen Impedanz und ké&nnen
zeitunabhingig - z.B. nach Abschluff der Ereignisse -, bei Bedarf
ebenso wie der Phasenwinkel aber auch zeitabhdngig, d. h. vom
Fortgang des Bindungsereignisses oder der Diffusion abhdngig,
gemessen werden (Anspriiche 3 und 4). Fir ein komplettes
Impedanzspektrum wird der gesamte Frequenzbereich vermessen und
ausgewertet. Besonders vorteilhaft ist die erfindungsgemifie

Nutzung nur einzelner ausgewahlter Frequenzen oder
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Frequenzbereiche, die maximal beeinflufit werden. Dadurch gelingt

es, miniaturisierte Nachweissysteme zu konstruieren.

Bei der Nutzung der Ultramikroelektrodenarrays in Flussigkeiten
oder dergleichen ist es auch mdéglich, zusdtzlich zum Mefivorgang
- oder aber in MeRpausen - Gleichstromanteile zu Uberlagern oder
zu applizieren (Anspruch 6). Diese kdénnen z.B. elektrochemische
Reaktionen wie Oxidationen oder Reduktionen von elektrisch
aktiven Molekililen induzieren, wobei solche Vorgange simultan
oder sequentiell mit den Impendanzmessungen gemessen werden
(Anspruch 7). Erfindungsgemdff ist dadurch eine Kombination
elektrischer und elektrochemischer Messungen mit derselben

Sensor-Anordnung (Ultramikroelektrodenarray) mdglich.

Erfindungsgemaff kann das Verfahren zur Detektion von Molekililen
und MoleklUlkomplexen ausgefihrt werden, indem man die Molekile,
die man messen will, auf den Mikroelektrodenflachen selbst
bindet. Diese Bindung kann eine physikalische (Adsorption) oder
eine chemische sein. Fur letztere eignen sich besonders gut die
bekannten Verfahren der Selbstanordnung (englisch "self
assembling" genannt), die es gestatten, z. B. monomolekulare
Thiolverbindungen auf Goldelektroden zu binden und zu messen.
Dieses Verfahren ist universell flir eine grof’e Zahl von
Molekilen anwendbar, nicht nur fir solche, die eine Thiolgruppe

besitzen oder damit versehen werden kdénnen.

Ein zweites selektives Verfahren zur Anheftung von Molekllen
oder Moleklulkomplexen an die leitenden Mikroelektroden-
Oberflachen ist die bekannte Methode der Elektropolymerisation
(Anspruch 9). Dabei kann jede Elektrode individuell, in Gruppen
oder parallel auf ihrer Oberfldche mit Elektropolymeren, z. B.
aus den monomeren Molekllen Streptavidin, Pyrrol, Anilin,
Vinylferrocen oder anderen elektrisch polymerisierbaren
Substanzen, modifiziert werden. Die Bindung solcher Verbindungen
in monomolekularen oder multimolekularen Schichten auf den
Elektroden verédndert das Impedanzspektrum oder einzelne
Frequenzen in sehr charakteristischer Weise und 1&ft sich damit

zeiltabhingig oder nach Abschlufs der Reaktion messen.
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Weiterhin laRt sich das Impedanzspektrum auch dadurch meflbar
verédndern, daf? man die Molekiile anstatt auf den Elektroden in
den Elektrodenzwischenrdumen positioniert (Anspruch 10). Diese
Positionierung kann zum Beispiel durch chemische Bindungen (so
z.B. an Siliciumdioxid) oder durch Adhé&sion oder durch
Reaktionen wie Kondensationsreaktionen, z.B. Silanisierungen,
erfolgen. Zur Beschichtung der Gesamtflachen des
Elektrodenarrays, also der Elektroden selbst wie auch der
Elektrodenzwischenrdume, kann man das bekannte Langmuir-Blodget
Verfahren heranziehen (Tachibana Matsumoto, Advanced Materials
Ab. 11 (1993), 5/796-803), mit dem z. B. Lipide oder
Phthalocyanine durch Aufziehen von monomolekularen Filmen in

Schichten angeordnet werden koénnen.

Einer weiteren Variante des erfindungsgemaffen Verfahrens zur
Detektion von Molekiilen und Komplexen gemdf kann die
Konzentration von Molekiilen in der elektrodennahen Schicht durch
Diffusion verandert und die Anderung gemessen werden. Dies lafRt
sich sowohl mit Hilfe chemisch/physikalisch bedingter
Konzentrationsanderungen als auch durch das Anlegen eines
elektrischen Potentials, das einen Diffusionsgradienten erzeugt,
erreichen. Weiterhin ist es m&glich, die Produktion spezifischer
Molekiile, beispielsweise durch Enzyme, in Elektrodenndhe zu

bewirken und zu messen.

Erfindungsgemiafs umfat das Verfahren zur Detektion von Molekiilen
und Molekiilkomplexen in einer bevorzugten Ausgestaltung die
MafRnahme, daf? die zuvor auf den Elektrodenarrays erzeugten
Molekul-Schichten mit chemischen Haftgruppen versehen sind oder
werden, die durch eine chemische Reaktion oder eine
Komplexbildung weitere Molekiile binden kénnen (Anspruch 11). Es
gelingt dabei, mit hoher Empfindlichkeit derartige
Bindungsereignisse zu verfolgen. Wenn beispielsweise ein
niedermolekularer Komplexbildner wie Biotin Uber eine
Thiolfunktion an die Elektrode gebunden wird, kann dieser
ausschlieRend mit einem hdhermolekularen Komplexbildungspartner,

z.B. Streptavidin, an welches beliebige weitere Molekille
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gebunden sein kénnen, komplexiert werden.

Eine besonders wichtige und sehr breit einsetzbare Anwendung des
vorliegenden Verfahrens ist die Immunodetektion (Anspruch 12).
Dabei wird der Aufbau von Molekllschichten auf dem
Ultramikroelektrodenarray nach dem Sandwich-Prinzip einer
Antikdrper/Antigen-Immunoreaktion vorgenommen. Zum Nachweis von
Antikdérpern in der Mefprobe kann man dafir beispielsweise
Haptene (niedermolekulare Antigene) oder andere Antigene (haufig
Proteine) an die Mikroelektrodenarrays binden. Durch die
spezifische Komplexbildung zwischen den fest verankerten
Antigenen und den in der Meflprobe befindlichen Antikdrpern
gelingt auf diese Weise ein spezifischer Antikdrpernachweis. In
Umkehrung dieses Prinzips kann man auch die Antikérper auf den
Elektroden binden und Haptene oder dergleichen aus der Mefiprobe
detektieren. Das Antigen kann auch ein hdéhermolekulares Virus-
Protein sein, das am Mikroelektrodenarray fest gebunden ist und
Antikérper aus der Meflprobe zu messen gestattet. Varianten
dieses Verfahrens sind der Einsatz von multivalenten
Antikérpern, mit denen drei- oder mehrfache Molekulkomplexe

konstruiert und gemessen werden kdénnen.

Eine weitere Ausgestaltung des erfindungsgemdfien Verfahrens ist
dadurch gegeben, daf? man das Ultramikroelektrodenarray zur
elektrischen Auslesung von Hybridisierungsvorgdngen in der
Nucleinsaurechemie einsetzt (Anspruch 13). Applikationen in der
Gentechnologie lassen sich dann dadurch realisieren, daR man
Nucleotide UuUber Thiolbindungen oder dgl. an die
Elektrodenstrukturen koppelt und die Bindung komplementdrer
Nucleinsdure-Bausteine durch das erfindungsgemafe Verfahren
erfaf’t. Diese Detektion laBt sich dadurch variieren, daff man
zusatzliche Anlagerungen von Nucleinsduren, z. B. zur Triple-DNS
oder die zusatzliche Einlagerung komplexierender Moleklile in
Doppel- oder Triple-Helices als Bindungsereignis einer Messung
zuganglich macht (Anspruch 14). Fir diese Komplexierung oder
Einlagerung kdénnen vorteilhafterweise auch Metallkomplexe
genutzt werden, die das elektrodennahe Feld elektrisch besonders
intensiv verandern.
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Das Mefprinzip und die Veranderung des elektrischen Feldes
gestattet es prinzipiell, die Molekillstruktur und -art mittels
einer quantitativen Analyse des Impedanzspektrums zu
unterscheiden. Eine Differenzierung nach der Art und Grdéfle der
Moleklile ist durch die quantitative Auswertung und insbesondere
durch die Eichung der Impedanzspektren mit bekannten

Moleklilspezies mdglich.
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Die Erfindung wird nachfolgend anhand mehrerer Figuren und einem

Beispiel erlautert.

Figur 1 =zeigt mdégliche Anordnungen der
Ultramikroelektrodenarrays;

Figur 2 zeigt die Adsorption von SH-Biotin;

Figur 3 zeigt Nyquist-Plots einer mit SH-Biotin modifizierten
und einer zusdtzlich mit Streptavidin komplexierten
Elektrode;

Figur 4 zeigt den amperometrischen Nachweis von p-Aminophencl.

Figur 1 zeigt verschiedene mdégliche Anordnungen von

Ultramikroelektrodenarrays. Dabei ist

la eine streifenfdrmige parallele Anordnung;

ib eine mdanderfdérmige parallele Anrodnung;

1lc eine fingerartige interdigitale Anordnung;

1d eine kreisférmige parallele Anordnung;

le eine kreuzfdrmig gestapelte und voneinander isolierte
Anordnung;

Der Anordnung der Figur 1d sehr &hnlich ist die Anordnung der

Elektroden als parallel verlaufende Schnecke.

Die voneinander isolierten Ultramikroelektroden 1 und 1' mit
ihren Kontakten zur elektrischen Verbindung 2 sowie den
Isolationsschichten (z.B. Siliciumnitrid) 3 auf dem Chip sind
auf einem planaren Trager (z.B. ein Siliciumchip) 4 angeordnet.
Bei der mehrlagigen Anordnung der Figur le wird durch eine
Zwischenisolierung 5 die Elektrodenebene 1 von der

Elektrodenebene 1' isoliert.
Ausfihrungsbeispiel

Ein interdigitales Goldelektrodenarray, strukturiert nach
Figur lc, besitzt eine Elektrodenbreite von 1 um und einen
Elektrodenabstand von 0.7 um. Die Elektroden werden mit einer 1
ml, 10 mmol/l SH-Biotin-L&ésung mittels Self Assembling
modifiziert.
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In Figur 2 ist die Adsorption von 10 mmol/l SH-Biotin in einer
0.1 mol/l Natriumpufferldsung als Kapazitdts-Zeit-Verhalten bei
einem angelegten Potential von 50 mV und einer zusatzlich
aufgepriagten Amplitude von 10 mV an einem Paar interdigitaler
Goldelektroden dargestellt. Die Kapazitdt der Elektrode
erniedrigt sich nach einer Zugabe von SH-Biotin in die Ldsung.
Nach ca. 2000 Sekunden ist die Goldoberflache vollstdndig mit
-S-Biotin bedeckt. Nach 10 min. Waschen der Elektrode in 0.1
mol/l Natriumpufferldsung wird in einem nachfolgenden Schritt
die adsorbierte monomolekulare Molekilschicht mit Streptavidin
durch Eintauchen der modifizierten Elektrode fur 2 Stunden in
eine 50 U/ml L&sung komplexiert. Nach der f3-Galactosidase-
Streptavidin Modifizierung wurde die Elektrode 10 min in 0.1
mol/1l Natriumpufferldsung gesplilt und anschliefend in eine

Mefizelle gespannt.

Figur 3 zeigt sogenannte Nyquist-Plots bei einem Potential von
50 mV, einer Amplitude von 10 mV und einem Fregquenzbereich
swischen 2x10-3 Hz und 1x106 Hz, gemessen als Zweipol-Impedanz.
Kurve I reprasentiert die mit SH-Biotin modifizierte Elektrode,
Kurve II die gleiche Elektrode nach zusdtzlicher Komplexierung
des SH-Biotin mit R-Galactosidase-Streptavidin. Die Anderung der
Impedanz zeigt die Stérung des Dielektrikums zwischen den
Elektroden durch das komplexierte Molekil und reprdsentiert
auRerdem eine vollzogene Bindung zwischen dem Biotin und dem

Streptavidin-Enzym-Komplex.

Das Enzym R-Galactosidase am Streptavidin wird unabhangig als
kombinierter amperometrischer Nachweis der Bindung des f{3-
Galactosidase-Streptavidins an das SH-Biotin genutzt. Dieser
Nachweis wird mit der Funktion der R-Galactosidase, der
enzymatischen Umsetzung von 5 mmol/l p-Aminophenyl-{3-D-
Galactopyranoside (p-APG) zu p-Aminophenol, Uber eine
amperometrische Oxidation-Reduktion des p-Aminophenols

durchgefihrt.
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Figur 4 zeigt den amperometrischen Nachweis von p-Aminophenol an
den gleichen Elektroden mit einem Oxidationspotential von 250 mV
und einem Reduktionspotential von -50 mV gegen eine Ag/AgCl-
Referenzelektrode, nach Zugabe von 5 mmol/l p-APG in 0.1 mol/1l
Natriumpufferldsung in die Mefizelle. Die kontinuierliche
Umsetzung von p-APG zu p-Aminophenol, welches durch den linearen
Anstieg des Stromes reprasentiert wird, zeigt an, daf® das Enzym

die p-Aminophenolkonzentration in der Meff)kammer erhdht.
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Anspriche:

Vexrfahren zum Detektieren von Molekilen oder
Moleklulkomplexen, wobei

eine Mefprobe mit einer Ultra-Mikroelektrodenanordnung in
Kontakt gebracht wird, welche mindestens zwei
Elektrodenstrukturen aufweist, die derartig zueinander
angeordnet sind, dafl die Abstande zwischen den verschiedenen
Strukturen im Ultra-Mikrobereich liegen,

durch Anlegen eines elektrischen Potentials ein elektrisches
Wechselfeld erzeugt wird und

die Strom- oder Potentialver&nderungen gemessen werden, die
durch in der MefRprobe vorhandene oder entstehende Spezies

verursacht werden.

Verfahren nach Anspruch 1, worin die Feldveranderungen mit

Hilfe der Impedanzspektroskopie gemessen werden.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die Verstimmung des
elektrischen Feldes, die durch in der Mefprobe vorhandene
oder entstehende Spezies entsteht, durch die Messung der
kapazitiven und/oder der resistiven Anteile und/oder des
Phasenwinkels zeitunabhidngig oder zeitabhidngig gemessen

wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, worin die
Detektion der Molekiile oder Molekllkomplexe anhand ihrer

Bindung oder Anlagerung oder Diffusion erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, wobel mehrere
Elektrodenanordnungen Uberlagert angeordnet und die
Kreuzungspunkte durch Isolationsschichten voneinander
igoliert sind und die Messung sequentiell, parallel oder

simultan erfolgt.



10

20

25

30

35

WO 97/34140 PCT/DE97/00494

10.

11.

12.

13.

13

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dafl das elektrische Wechselfeld mit einem

Gleichstromanteil Uberlagert oder angeregt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, wobei in der Mef3probe
amperometrische Oxidationen oder Reduktionen oder Redox-
Recycling von Molekllen mit elektrisch aktiven Gruppen oder

von Redox-Mediatoren gemessen werden.

Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 7, worin zu
messende Spezies sich auf den aktiven Elektrodenflachen

selbst anordnen und in gebundenem Zustand gemessen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, worin Molekiile
auf den Elektrodenfldchen durch Elektropolymerisation

gebunden und in gebundenem Zustand gemessen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei Molekilile
in den Elektrodenzwischenraumen und/oder auf der
Gesamtoberflache der Elektroden durch physikalische oder
chemische Bindung fixiert und gemessen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10 wbei eine erste
fixierte Moleklilschicht eine Haftgruppe enthdlt, die selbst
oder durch ein bifunktionelles Reagenz eine zweite

Molekllschicht und diese gegebenenfalls weitere bindet und

diese Ereignisse oder ihre Umkehr gemessen werden.

Verfahren nach Anspruch 11, worin die erste Molektilschicht
komplexbindende Gruppen enthdlt, die ihren komplementdren
Bindungspartner binden, wobei diese Ereignisse oder ihre

Umkehr gemessen werden.

Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, worin die erste
Moleklilschicht ein Desoxyribonukleinsdure- oder ein
Ribonukleinsaurebaustein ist, der durch Hybridisierung einen
komplementaren Molekilstrang bindet, wobei dieses Ereignis
oder seine Umkehr gemessen werden.
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Verfahren nach Anspruch 13, worin die Molekiilanordnung einen
weiteren Nucleinsfurebaustein oder ein komplexierendes oder
einlagerndes Molekil bindet und dieses Ereignis odexr seine

Umkehr gemessen wird.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, worin die
Molektiile oder Molekililkomplexe detektiert werden, indem sie

nach GroRe und/oder Art unterschieden werden.

Verfahren nach einem der Ansprluche 1 bis 15, worin die
aktiven Elektrodenfldchen aus Gold, Platin, Iridium oder
anderen Edelmetallen, aus Kohlenstoffmaterialien oder aus
anderen leitenden Materialien oder aus Kombinationen hieraus

bestehen.

Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 16, worin die
Elektroden auf Siliciumverbindungen, Glas, Keramik,
organische Polymere oder andere isolierende Materialien,

aufgebracht oder darin eingelegt sind.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 17, worin die
Elektroden durch Beschichtung auf einem Substrat oder
Einbettung in ein solches als Bander oder Streifen oder
kreisférmige Strukturen oder interdigitale Anordnungen im
Mikrometer- oder Submikrometerabstand zueinander angeordnet

sind.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 18, worin die
Elektroden zumindest teilweise als mehrlagige und
voneinander isolierte und ggf. sich kreuzende Strukturen

angeordnet sind.

vVerfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 19, worin die
aktiven Elektrodenfléchen iber isolierte Zuleitungen
und/oder elektronische Komponenten einzeln oder in Gruppen
mit CGleich- und/oder Wechselstrom beaufschlagt werden

kdnnen.
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