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(54) Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten in einer Fliissigkeit

(57)  Die Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Be-
stimmung eines Analyten in einer Fllussigkeit, wobei das
zu untersuchende Flissigkeitsvolumen (19,20) auf ein
Substrat (1) einer Transportebene aufgebracht wird,
das zu untersuchende Flussigkeitsvolumen (19,20) auf
diesem Substrat (1) an den Ort der Untersuchung be-
wegt wird, wobei die Flissigkeit ausschlief3lich mit dem
Substrat der Transportebene in Kontakt ist, die zu un-
tersuchende Flussigkeit am Ort der Untersuchung zu-

satzlich mit einem sensorischen Element (21) in Kontakt
gebracht wird, welches sich in einer dem Substrat ge-
genlberliegenden Nachweisebene befindet, und der
Analyt im zu untersuchenden Flissigkeitsvolumen di-
rekt oder indirekt durch das sensorische Element be-
stimmt wird. Die Anmeldung betrifft weiterhin eine Vor-
richtung zur Bestimmung eines Analyten in einer Flus-
sigkeit entsprechend den erfindungsgemafien Verfah-
ren.

Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR)



1 EP 1 510 254 A2 2

Beschreibung

[0001] Die Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Be-
stimmung eines Analyten in einer Flissigkeit sowie eine
Vorrichtung zur Bestimmung eines Analyten in einer
Flussigkeit entsprechend den erfindungsgemaen Ver-
fahren.

Stand der Technik

[0002] Der analytische Nachweis und die Konzentra-
tionsbestimmung bestimmter biologisch und medizi-
nisch relevanter Substanzen aus komplexen Proben
stellt eine wichtige Grundlage der modernen medizini-
schen Diagnostik dar. In den letzten Jahren wurden Me-
thoden und Verfahren entwickelt, mitimmer kleiner wer-
denden Probenvolumina exakte analytische Ergebnis-
se zu erreichen, vor allem durch die Einflihrung mikro-
analytischer Verfahren. Die in zunehmendem Mal3e ein-
gesetzten "Lab-on-a-chip"-Systeme arbeiten mit Flis-
sigkeitsmengen im Mikro- bis Nanoliterbereich, welche
in diesen Systemen an einen rdumlich definierten ana-
lytischen Bereich, den Ort der Untersuchung, bewegt
werden missen. An diesen Orten erfolgt dann die ei-
gentliche Bestimmung des Analyten, meist mit spezifi-
schen Sensoren.

[0003] Herkdmmliche "Lab-on-a-chip"-Systeme be-
stehen im allgemeinen aus mikrostrukturierten ge-
schlossenen Kanalen, welche den Flissigkeitstransport
zu den eigentlichen sensorischen Elementen bewirken.
Zur Bewegung der Flissigkeiten werden zumeist me-
chanische Mikropumpen oder elektrokinetische Verfah-
ren eingesetzt. So kdnnen Flussigkeiten in diesen Ka-
nalen beispielsweise durch Elektroosmose, hydrostati-
sche Druckunterschiede, Kapillarkrafte oder Zentrifu-
galkrafte bewegt werden. Weitere Methoden, kleinste
Flissigkeitsmengen zu transportieren, sind das "Elek-
trowetting", wie es beispielsweise in "Electrostatic Ac-
tuation of Liquid Droplets for Microreactor Applications"
(Washizu M. in IEEE Transactions of Industry Applica-
tions 34(4):732-737, 1998), "Creating, Transporting,
Cutting, and Merging Liquid Droplets by Electrowetting-
Based Actuation for Digital Microfluidic Circuits" (Cho S.
K., Moon H. Kim C.J. in Journal of Microelectromecha-
nical Systems 12(1):70-80, 2003) oder "Micropumping
by Electrowetting" (Kim C.J. in Proceedings of 2001 AS-
ME International Mechanical Engineering Congress
and Exposition, November 11-16, 2001, New York, NY)
beschrieben ist, und der Transport von Flissigkeiten auf
Oberflachen mit Hilfe von akustischen Oberflachenwel-
len, sogenannten Surface Acustic Waves (SAW), wie es
beispielsweise in "Flatland fluidics" (Wixforth A., Scriba
J.und Gauer C. in mstnews 5/02, Seite 42-43) beschrie-
ben ist.

[0004] Die Bestimmung von Analyten in mikroanaly-
tischen Systemen erfolgt meist mittels Sensoren, die in
die Kanéle der Chips integriert sind. Die Messmethoden
der eingesetzten Sensoren beruhen in den bisher ein-
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gesetzten mikroanalytischen Verfahren insbesondere
auf spektroskopischen Methoden wie beispielsweise
Fluoreszenz- oder Absorptionsmessungen, elektroche-
mischen Methoden, Leitfahigkeitsmessungen, Lumi-
neszenz- oder Elektrochemilumineszenzverfahren so-
wie Nachweisverfahren mittels Wellenleiter-Sensoren.
Dahingegen haben sich Biosensoren, ionenselektive
Elektroden und andere Sensoren, welche in der makro-
skopischen Routinediagnostik verbreitet eingesetzt
werden, bisher in mikroanalytischen Systemen als nicht
routinetauglich erwiesen. Griinde hierfiir sind insbeson-
dere die hohen Herstellungskosten solcher mikrostruk-
turierter Sensoren und Elektroden sowie die bisher un-
befriedigenden Méglichkeiten, Flussigkeiten durch akti-
ves Pumpen von auf3en in diesen Systemen zu bewe-
gen. Weitere mikroanalytische Vorrichtungen sind ins-
besondere Proteinarrays und Arrays zur Bestimmung
von Nukleinsduren. Weiterhin gibt es Sensor-Module,
welche in klinischen und/oder chemischen Analysenge-
raten eingebaut sind. Dieses sind vor allem Module fiir
die Bestimmung von Elektrolyten und anderen Analyten
wie beispielsweise Glukose oder Laktat. Diese in Labo-
ratorien etablierten Verfahren arbeiten jedoch meist mit
deutlich gréReren Probevolumina.

[0005] Die ublicherweise eingesetzten mikroanalyti-
schen Vorrichtungen sind, mit Ausnahme von Arrays fir
die  Protein- bzw. Nukleinsdureanalytik, fast
ausschlielich aus mikrofluidischen Kanalen aufgebaut.
Diese geschlossenen Kanéle sind wenige Mikrometer
breit und tief, aber meist sehrlang, so dass das Volumen
dieser Kanale relativ zu deren Querschnitt groR3 ist. Hier-
durch kann in diesen Systemen ein erheblicher Anteil
des Probenvolumens nicht zur Bestimmung des Analy-
tenin den sensorischen Bereichen des Systems genutzt
werden, sondern stellt nicht nutzbares Totvolumen dar.
Damit sind einer weiteren Verringerung der bendétigten
Probenmenge in diesen Kanalsysternen prinzipielle
Grenzen gesetzt. Weiterhin besitzen derartige Kanale
den groRen Nachteil, dass die mit der Probe in direktem
Kontakt stehende Oberflache im Verhéaltnis zum Volu-
men sehr groB ist. Dadurch ergibt sich eine hohe Wahr-
scheinlichkeit, dass Bestandteile der Flissigkeit an der
Oberflache der Kanale zuriickbleiben und damit Pro-
ben, welche flr spatere Messungen in dem selben Ka-
nalen bewegt werden, verunreinigen kénnen. Derartige
Systeme kdénnen somit aufgrund der genannten Ver-
schleppungsproblematik oft nur als Einwegartikel ein-
gesetzt werden. Solche mikroanalytischen Systeme be-
sitzen weiterhin den Nachteil, dass sich in Mikrokanalen
Flussigkeiten nicht oder nur sehr aufwandig miteinander
mischen lassen und eventuell auftretende Luftblasen
den Fluss in den Kanélen leicht zum Stillstand bringen
kénnen. Dadurch werden solche Systeme relativ stor-
anfallig und in der Herstellung teuer, so dass sie aus
Kostengriinden im Routinebetrieb mehrfach benutzt
werden mussten, was aber aus obengenannten Griin-
den (Verschleppungsproblematik) derzeit nicht reali-
sierbar ist.
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[0006] lonenselektive Elektroden werden zur Zeit vor
allem in makroskopischen Analysesystemen, insbeson-
dere in Elektrolyt-Analyse-Modulen klinischer und che-
mischer Analysesysteme, eingesetzt. Derartige makro-
skopische Nachweissysteme weisen erhebliche Nach-
teile auf. So bendtigen derartige Module und Systeme
neben den deutlich gréReren Probenvolumina zahlrei-
che Schlauche, Ventile und Pumpen, welche den Fluss
der Flussigkeiten innerhalb dieser Systeme steuern.
Beispielsweise missen Luftsegmente in den Flissig-
keitsstrom eingebracht werden, um die Schlauche und
die Sensoren zwischen den einzelnen Messungen und
Kalibrierungen zu reinigen. Fir die Steuerung der Flis-
sigkeitsstrome werden weitere Sensoren, insbesondere
Lichtschranken oder Leitfahigkeitssensoren, bendtigt,
um sicherzustellen, dass die Luftsegmente korrekt ein-
bzw. ausgeschleust werden. Obwohl, ahnlich wie bei
mikroanalytischen Systemen mit mikrofluidischen Ka-
nalen, nur ein relativ geringes Volumen fir die eigentli-
che Bestimmung des Analyten bendtigt wird, muss in
den derzeitigen Systemen ein ungefahr zwanzigmal
groReres Flissigkeitsvolumen eingesetzt werden, um
eine verschleppungsfreie Messung sicherzustellen.
Solche Systeme sind daher oft sehr stéranféllig und
wartungsintensiv. Durch die oben beschriebenen Bau-
weise ist es nicht méglich, handliche und mobil einsetz-
bare Gerate zu bauen, welche idealerweise fur das Arzt-
labor oder eine patientennahe Diagnostik einsetzbar
waren. Ein weiterer Nachteil der oben beschriebenen
Geréate sind die hohen Produktionskosten, da alle Sy-
steme und Module aus vielen unterschiedlichen Kom-
ponenten zusammengesetzt werden muissen. Im Ge-
gensatz zu makroskopischen Analysesystemen gibt es
fur mikroanalytische Verfahren und Vorrichtungen bis-
her keine ionenselektiven Elektroden, die sich wie ihre
makroskopischen Analoga im Routinebetrieb flr Viel-
fachmessungen eignen.

[0007] Einen Spezialfall von mikroanalytischen Sy-
stemen stellen die Microarrays dar. Unter Microarrays
versteht man analytische Systeme, welche auf einer
Tragersubstanz viele sensorische Elemente, meist in
regelmaBigen Abstanden zueinander angeordnet, be-
sitzen, so dass diese fiir viele simultan oder zeitlich ver-
setzt ablaufende Bestimmungen eingesetzt werden
kdénnen. Insbesondere werden Microarrays zur Analyse
von Proteinen und Nukleinsauren eingesetzt. Solche
Arrays lassen sich nur schwer regenerieren, so dass
derartige Systeme aus den oben beschriebenen Griin-
den ebenfalls nicht fir einen mehrfachen Gebrauch ge-
eignet sind.

[0008] Manche Mikroarrays zur Proteinbestimmung
arbeiten mit planaren Oberflachen. Diese Arrays erfor-
dern allerdings relativ groRe Volumina. So muss in der-
artigen Systemen beispielsweise mit circa 50 Mikrolitern
Probenfliussigkeit inkubiert werden, um die Bindung der
Analyten mit den Nachweismolekilen zu gestatten. Um
eine Verarmung der Analyten zu verhindern, muss die
Probe hierbei durchmischt werden, was ein grolies
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technisches Problem darstellt.

[0009] Diese Arrays sind alle zum einmaligen Ge-
brauch bestimmt. Man setzt meist flachige Arrays mit
groRen Volumina ein, bei denen das Mischen wahrend
der Inkubationen ebenfalls eine technische Herausfor-
derung darstellt. Der eigentliche Nachweis der Analyten
erfolgt meist Uber optische Verfahren, wobei teure und
komplexe optische Nachweissysteme bendtigt werden,
so dass diese Nachweisverfahren nur in wenigen tech-
nisch hochwertig ausgeristeten Speziallaboratorien
durchgefiihrt werden kdnnen.

[0010] Zur Lésung dieser technischen Probleme wur-
den Verfahren und Vorrichtungen beschrieben, welche
einen Transport von Flissigkeiten insbesondere in mi-
kroanalytischen Systemen, bewirken kénnen.

[0011] Die deutsche Offenlegungsschrift DE
10117771 A1 beschreibt Verfahren und Vorrichtungen
zur Manipulation kleiner Flissigkeitsmengen mit Hilfe
akustischer Oberflachenwellen. Die in der Offenle-
gungsschrift beschriebene Aufgabe dieser Patentan-
meldung ist es, Flissigkeiten auf einem Festkorperchip
zu lokalisieren und gegebenenfalls zu durchmischen.
Hierzu werden Vorrichtungen und Verfahren beschrie-
ben, welche Flissigkeiten mittels akustischer Oberfla-
chenwellen Uber ein ebenes Substrat hin zu sogenann-
ten funktionalisierten Bereichen bewegen koénnen. In
solchen funktionalisierten Bereichen kann beispielswei-
se eine chemische oder biologische Reaktion stattfin-
den. DE 10117771 A1 beschreibt hierzu Vorrichtungen,
bei welchen sich an bestimmten Stellen direkt in/an der
Oberflache des Festkorperchips solche funktionalisier-
ten Bereiche befinden, welche unter anderem als Sen-
soren in analytischen Verfahren eingesetzt werden kén-
nen. Die funktionalisierten Bereiche zur Analyse der
Flussigkeit sind hierbei direkt in das Substrat des Fest-
korperchips integriert, auf welchem der Transport der
Flissigkeit erfolgt, d.h. die fiir den Flissigkeitstransport
mafRgeblichen Vorrichtungen und die fiir die Bestim-
mung des Analyten in der Flissigkeit maflgeblichen
Vorrichtungen befinden sich kombiniertin einer einzigen
Ebene, der Transportebene. Die Herstellung und auch
die Reinigung solcher multifunktionaler Oberflachen ist
jedoch nur mit groBem finanziellen und technischem
Aufwand moglich, so dass derartige Systeme weder als
Einwegartikel noch in der Routineanalytik eingesetzt
werden. Weiterhin stellen die in die Oberflache des Tra-
gerchips integrierten Sensoren Inhomogenitaten in der
Oberflache des Tragersubstrats dar, beispielsweise
durch unterschiedliche Oberflachenbenetzungseigen-
schaften oder rdumliche Erhebungen beziehungsweise
Vertiefungen. Hierdurch wird ein gleichférmiger Trans-
port von Flissigkeiten tber die Oberflache des Trager-
substrats stark eingeschrankt, so dass komplexe Steue-
rungen und/oder zuséatzliche Krafte nétig sind, um diese
Inhomogenitaten auszugleichen und ein gleichmaRigen
und effektiven Transport der FlUssigkeit zu ermoglichen.
Weiterhin beschreibt DE 10117771 A1 Anordnungen,
bei welchen sich zwei Festkdrperoberflachen gegen-
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Uberstehen und zwischen denen sich die zu untersu-
chende Flissigkeit befindet und in Kontakt zu beiden
Oberflachen steht. Hierbei kénnen sich die Vorrichtun-
gen zur Erzeugung der akustischen Oberflachenwellen
und die funktionalisierten Bereiche auf den beiden un-
terschiedlichen Oberflachen befinden. Allerdings findet
auch in derartigen Anordnungen der Transport der Flis-
sigkeit auf dem Substrat der Transportebene nicht un-
abhangig von den funktionalisierten Bereichen statt, da
das Flissigkeitsvolumen stets mit beiden Oberflachen
in Kontakt steht. Bei derartigen Anordnungen treten zu-
satzliche Wechselwirkungen, insbesondere Oberfla-
cheneffekte, Grenzflacheneffekte und Kapillareffekte,
zwischen der Flissigkeit und den beiden kontaktierten
Oberflachen auf, so dass sich solche Anordnungen in
der Regel nicht zum Transport von Flissigkeiten tber
das Substrat eignen, sondern vor allem zur Durchmi-
schung einer Flissigkeit eingesetzt werden kénnen.
[0012] Die Aufgabe dervorliegenden Erfindung st es,
die Nachteile des Standes der Technik zu beseitigen.
Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, mikroanalytische Verfahren und Vorrichtungen
bereitzustellen, die den Bediirfnissen einer kostenglin-
stigen und benutzerfreundlichen Routineanalytik ge-
recht werden und welche sich zu einer mehrmaligen
Wiederverwendung eignen.

Erfindungsgemalfie Losung

[0013] Die erfindungsgemafie Lésung der im Stand
der Technik beschriebenen Nachteile bisheriger mikro-
analytischer Verfahren und Vorrichtungen und Gegen-
stand der Erfindung sind Verfahren und Vorrichtungen
zur Bestimmung von Analyten in Flissigkeiten, die da-
durch gekennzeichnet sind, dass die zu untersuchende
Flussigkeit auf ein Substrat aufgebracht wird und das
zu untersuchende Flissigkeitsvolumen auf der ebenen
Oberflache des Substrats, der sogenannten Transpor-
tebene, an der Ort der Untersuchung bewegt wird, wo-
bei die Flussigkeit wahrend des Transportes aus-
schliellich mit dem Substrat der Transportebene in
Kontakt steht. Die Bewegung kann insbesondere durch
Verfahren wie akustische Oberflachenwellen oder Elek-
trowetting bewirkt werden. Weiterhin sind die erfin-
dungsgemalen Verfahren und Vorrichtungen dadurch
gekennzeichnet, dass sie mindestens ein sensorisches
Element und optional weitere analytische Einheiten be-
sitzen, welche sich getrennt vom Substrat der Transpor-
tebene in einer zweiten dem Substrat gegeniiberliegen-
den Ebene, der sogenannten Nachweisebene, befin-
den. Diese Nachweisebene ist derartig ausgebildet,
dass die Flussigkeitsvolumina wahrend ihrer Bewegung
an den Ort der Untersuchung oder von dort weg nicht
mit der Nachweisebene in Kontakt stehen oder von die-
ser in ihrer Bewegung gestort werden. Somit kann mit
den erfindungsgemafRen Verfahren und Vorrichtungen
eine gleichférmige und ungestérte Bewegung des Flis-
sigkeitsvolumens auf der Transportebene gewahrleistet
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werden. Die Nachweisebene weist an der Stelle, welche
den Ort der Untersuchung darstellt, spezielle Ausfor-
mungen oder Vorrichtungen auf, welche nur an diesem
definierten Ort der Untersuchung einen Kontakt zu der
zu untersuchenden Flussigkeit herstellen und so eine
Bestimmung von Analyten in der Flussigkeit ermégli-
chen. Dieses Kontaktflache kann insbesondere derartig
ausgeformt sein, dass sie eine permanente Verringe-
rung des Abstands des sensorischen Elements bezie-
hungsweise der Nachweisebene von der Transportebe-
ne an den Orten der Untersuchung besitzt, oder dass
das sensorische Element beziehungsweise die Nach-
weisebene beweglich ausgebildet ist, so dass das sen-
sorische Element dann temporar mit dem zu untersu-
chenden Flussigkeitsvolumen in Kontakt gebracht wer-
den kann, wenn sich dieses am Ort der Untersuchung
befindet.

[0014] Weiterhin kbnnen die Transportebene und die
Nachweisebene zu einer Vorrichtung verbunden sein,
welches in ein externes Gerat gegeben werden kann.
Das externe Gerat kann insbesondere zur Ansteuerung
der Bewegungen der zu untersuchenden Flissigkeits-
volumina dienen, elektrische und/oder fluidische Kon-
takte zu der erfindungsgemaRen Vorrichtung herstellen
und ist gegebenenfalls in der Lage, einen Teil der ana-
lytischen Einheit aufzunehmen.

[0015] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform besteht aus
einer geschlossenen Vorrichtung, welche das Substrat
der Transportebene als Bodenflache beinhaltet und ei-
nem Deckel, welcher vorzugsweise Seitenwande auf-
weist, so dass eine geschlossene Vorrichtung aufge-
baut werden kann. Der Deckel kann weiterhin Offnun-
gen zur Flussigkeitsapplikation aufweisen, die mit einer
Abdeckung, insbesondere einem durchstechbaren
Septum, verschlossen sind. In den Deckel des Gehau-
ses ist mindestens ein sensorisches Element integriert.
Der Deckel entspricht somit in den meisten Fallen der
Nachweisebene der Vorrichtung. Das sensorische Ele-
ment kann hierbei direkt am Ort der Untersuchung in/an
der der Transportebene zugewandten Oberflache des
Deckels integriert/aufgebracht sein.

[0016] In anderen Ausfiihrungsformen wird der be-
weglich ausgebildete sensorische Element am Ort der
Untersuchung zur Bestimmung des Analyten kurzzeitig
aus einer Transportposition in eine Messposition be-
wegt. Die Transportposition entspricht einer rumlichen
Lage des sensorischen Elements, in welcher es nicht in
Kontakt mit dem FlUssigkeitsvolumen steht, so dass der
Transport des Flissigkeitsvolumens Uber die Transpor-
tebene nicht vom sensorischen Element beeinflusst
wird. Die Messposition entspricht einer rdumlichen Lage
des sensorischen Elements, in welcher der Abstand zur
Transportebene im Vergleich zur Transportposition ver-
ringert ist und das sensorische Element in Kontakt mit
dem Flissigkeitsvolumen steht, so dass die Bestim-
mung des Analyten mittels des sensorischen Elements
durchgefiihrt werden kann. Das Substrat der Transpor-
tebene kann weiterhin Vorrichtungen zur Erzeugung ei-



7 EP 1 510 254 A2 8

ner Bewegung der zu untersuchenden Flussigkeitsvo-
lumina besitzen, insbesondere interdigitale Elektroden
zur Erzeugung akustischer Oberflachenwellen oder
Elektroden, wie sie bei auf Elektrowetting beruhenden
Verfahren verwendet werden. Die Vorrichtungen, wel-
che die fir eine Flissigkeitsbewegung erforderlichen
Kréafte erzeugen, missen jedoch im Fall des Transports
durch akustische Oberflachenwellen nicht unbedingt di-
rekt auf dem Substrat der Transportebene angebracht
sein, sondern es ist auch mdéglich, dass die Vorrichtun-
gen zur Erzeugung dieser Krafte sich auerhalb des
Substrats befinden, beispielsweise als Bestandteil einer
externen Ansteuerungsvorrichtung. In diesem Fall wer-
den die extern erzeugten Krafte dann in die Transpor-
tebene eingekoppelt, beispielsweise mittels elektrischer
Felder oder mechanischer Schwingungen. Dies ist be-
sonders vorteilhaft, wenn Einweg-Vorrichtungen einge-
setzt werden sollen, weil dann auf aufwandige Vorrich-
tungen zur Erzeugung einer Bewegung auf der Trans-
portebene selbst verzichtet werden kann, was eine
deutliche Produktionskostensenkung bewirkt.

[0017] Das Unterteilen der erfindungsgemafien Vor-
richtungen in eine Ebene, welche der Bewegung der zu
untersuchenden Flissigkeitsvolumen dient (Transpor-
tebene), und eine Ebene, welche der analytischen Un-
tersuchung der Flissigkeitsvolumen dient (Nachwei-
sebene), erlaubt einerseits eine ungestdrte Bewegung
der Flissigkeitsvolumina auf dem Substrat der Trans-
portebene und andererseits die Herstellung dieser bei-
den Ebenen in zwei unterschiedliche Prozessen. Diese
beiden Herstellverfahren miissen hierbei nicht kompa-
tibel sein. So kann beispielsweise die Transportebene
unabhéangig von der Nachweisebene hergestellt wer-
den. Erst bei der Endmontage werden diese beiden in
der Herstellung jeweils kritischen Elemente zusammen-
gebracht, vorzugsweise in Form einer geschlossenen
Vorrichtung. Durch Offnungen im Gehause kénnen ver-
schiedene zu untersuchende Flissigkeitsvolumina,
aber auch Kalibrationslésungen, Referenzlésungen,
Spll- oder Reinigungslésungen, Ldsungen mit standar-
disierten Analytkonzentrationen, sogenannte Stan-
dards, oder Reagenzien, auf die Transportebene aufge-
bracht werden, beispielsweise mittels Pipettieren oder
Injektion. Weiterhin kénnen die Flussigkeitsvolumina
auch mittels angekoppelter fluidischer Systeme, bei-
spielsweise Kapillaren und Dispenser, auf die Transpor-
tebene aufgebracht werden. Durch entsprechende An-
steuerung der Vorrichtungen, welche die zur Bewegung
der Flissigkeitsvolumina nétigen Kréfte erzeugen, ist
man in der Lage, die Flussigkeitsvolumina an jedem be-
liebigen vordefinierten Ort auf dem Substrat der Trans-
portebene, insbesondere zum Ort der Untersuchung, zu
transportieren.

[0018] Die erfindungsgemafle Vorrichtung besitzt in
einer bevorzugten Ausfihrungsform zusatzlich einen
Abfallbehalter, der Giber eine Blende mit der Vorrichtung
verbunden ist und damit zum geschlossenen Bereich
der Vorrichtung gehdrt. Die Flussigkeiten, die Uber
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durch die Blende in den Abfallbehalter transportiert wer-
den, kdénnen durch diese von Transportund Nachwei-
sebene getrennt werden, so dass ein Ruckfluss in den
sensorischen Bereich und somit eine Beeintrachtigung
nachfolgender Messungen vermieden wird.

[0019] Bei der Bestimmung von Analyten in Flissig-
keiten werden oft sehr kleine Mess-Signale erzeugt,
welche durch umgebende Einflisse und StérgrolRen
leicht verfalscht werden kénnen. Deshalb sind in vorteil-
haften Ausfiihrungsformen der Erfindung die sensori-
schen Bereiche beziehungsweise die gesamte Vorrich-
tung gegen solche externen Storeinflisse abgeschirmt,
vorzugsweise mittels eines Faradayschen Kafigs, um
die Signale von stoérenden elektrischen Einfliissen frei
zu halten oder mittels einer strahlungsverringernden
Umhullung, um direktes Licht beziehungsweise Streu-
licht von optischen Detektoren fern zu halten.

[0020] Analyte, die mit einem erfindungsgemaRen
Verfahren beziehungsweise den entsprechenden Vor-
richtungen bestimmt werden kdnnen, sind im Sinne der
vorliegenden Anmeldung alle Teilchen, die in der Ana-
Iytik von Interesse sind, insbesondere in der klinischen
Diagnostik. Insbesondere umfasst der Begriff "Analyte"
Atome, lonen, Moleklle und Makromoleklile, insbeson-
dere biologische Makromolekile wie Nukleinsauren,
Peptide und Proteine, Lipide, Metabolite, Zellen und
Zellfragmente. Die Analyten kénnen hierbei sowohl frei
als auch an Teilchen, insbesondere kiinstlich hergestell-
te Teilchen wie beispielsweise sogenannte "beads", ge-
bunden vorliegen.

[0021] Flussigkeiten im Sinne der vorliegenden An-
meldung kénnen reine Flissigkeiten und homogene
oder heterogene Mischungen wie beispielsweise Di-
spersionen, Emulsionen oder Suspensionen sein. Ins-
besondere kénnen in den Flissigkeiten Atome, lonen,
Molekile und Makromolekiile, insbesondere biologi-
sche Makromolekile wie Nukleinsauren, Peptide und
Proteine, Lipide, Metabolite oder auch biologische Zel-
len oder Zellfragmente enthalten sein. Bevorzugte zu
untersuchende Flissigkeiten biologischer Herkunft sind
Blut, Plasma, Serum, Urin, cerebrospinale Flissigkeit,
TranenflUssigkeit, Zellensuspensionen, Zellliberstan-
de, Zellextrakte, Gewebeaufschlliisse oder &hnliches.
Flissigkeiten kbnnen aber auch Kalibrationsldsungen,
Referenzldsungen, Spll- oder Reinigungslésungen,
Reagenzlésungen oder Lésungen mit standardisierten
Analytkonzentrationen, sogenannte Standards, sein.
Flussigkeitsvolumina im Sinne der vorliegenden Anmel-
dung kénnen prinzipiell jede Form und GréRe aufwei-
sen, liegen vorzugsweise jedoch in Form runder oder
abgeflachter Tropfen mit Volumina im Bereich von 100
nl bis 10 ul vor. Insbesondere sind auch Flussigkeitsvo-
lumina in langlicher Form mdglich, die mehrere neben-
einander liegende sensorische Elemente Uberdecken
koénnen.

[0022] Sensorische Elemente im Sinne vorliegenden
Anmeldung sind alle Systeme zur Bestimmung von
Analyten, welche analytspezifische chemische, bioche-
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mische, biologische oder physikalische GréRen bzw.
deren Veranderungen bestimmen kénnen. Der Begriff
sensorisches Element ist in Rahmen der vorliegenden
Anmeldung nicht auf eine rein technische Definition ei-
nes Sensors zu beschranken, sondern ist umfassend
auf alle Systeme zu beziehen, welche den Nachweis ei-
nes Analyten auf direkte oder indirekte Weise ermégli-
chen koénnen.

[0023] So sind insbesondere auch spezifische Bin-
dungspartner des Analyten, insbesondere markierte
Bindungspartner, welche den Nachweis des Analyten
durch eine spezifische Wechselwirkung mit diesem er-
moglichen (z.B. Antikérper, Nukleinsduren mit komple-
mentéren Sequenzen, Komplexbildner) oder spezifi-
sche Reaktionspartner des Analyten, welche mit die-
sem eine spezifische Reaktion eingehen und so mittels
Nachweis der entsprechenden Reaktionsprodukte oder
-edukte indirekt zur Bestimmung des Analyten dienen
(z.B. Substrate, Enzyme), als sensorische Elemente
aufzufassen. Diese sensorischen Elemente liegen er-
findungsgemaf am Ort der Untersuchung, vorzugswei-
se inimmobilisierter Form, vor und ermdglichen dort den
spezifischen Nachweis des Analyten. Es ist auch még-
lich, dass dort die flr die Bestimmung des Analyten be-
nétigten Reagenzien in trockenchemischer Form ge-
bunden vorliegen. Es ist zu beachten, dass der physi-
kalische Ort des Nachweises mittels eines physikali-
schen oder chemischen Sensors nicht unbedingt mit
den sensorischen Elementen am Ort der Untersuchung
Ubereinstimmen muss, insbesondere bei indirekten
Nachweisverfahren. So erfolgt beim Nachweis von pep-
tidischen Analyten mittels fluoreszenzmarkierter Anti-
korper der Nachweis der entstehenden Fluoreszenz-
strahlung durch einen optischen Sensor, der bei geeig-
neter Ausfiihrungsform der Erfindung auch aulerhalb
der eigentlichen erfindungsgemafen Vorrichtung liegen
kann, wahrend der Nachweis des Analyten durch die
Antikorper als sensorische Elemente nur am Ort der Un-
tersuchung stattfindet. Sensorische Elemente kénnen
jedoch auch herkédmmliche Sensoren, insbesondere
elektrochemische Sensoren, Biosensoren, optische
Sensoren wie Absorptions- oder Fluoreszenzdetekto-
ren sowie immunologische Sensoren wie Optoden, Wel-
lenleitersensoren und Evaneszenzfeld-Laserspektro-
metrie-Sensoren, sein. Weiterhin sind Sensoren einge-
schlossen, welche physikalische GréRen bestimmen
kénnen, wie beispielsweise Sensoren, welche die Vis-
kositat, die Dichte oder die Masse einer FlUssigkeit be-
stimmen. Dies ist bei Reaktionen, bei denen sich im Ver-
lauf einer analytspezifischen Reaktion diese Eigen-
schaften der Flissigkeit &ndert, besonders von Interes-
se. Als Beispiele sind hier Gerinnungsreaktionen oder
Methoden, welche die Anlagerung von Analytmolekilen
mittels der dadurch hervorgerufenen Massenanderung
detektieren, zu nennen.

[0024] Sensoren kénnen in allen méglichen geome-
trischen Ausfiihrungsformen vorliegen, insbesondere
als spitze Sensoren, als flachige Sensoren oder als
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Dickschichtsensoren. Besonders bevorzugt sind spitze
Sensoren, da bei diesen beim Wegbewegen des Sen-
sors lediglich ein minimales Restvolumen der zu unter-
suchenden Flissigkeit an diesem anhaftet und somit
Verschleppungsartefakte weitgehend vermieden wer-
den kénnen.

[0025] Im Falle von Analyten, die direkt in dem zu un-
tersuchenden Flissigkeitsvolumen mit sensorischen
Elementen bestimmt werden kénnen, bewegt man er-
findungsgeman das Flissigkeitsvolumen zum Ort der
Untersuchung. Dies kann vorzugsweise dadurch ge-
schehen, dass man zunachst einzelne Flissigkeitsvo-
lumina erzeugt und diese Flissigkeitsvolumina zum Ort
der Untersuchung bewegt. Dieses Verfahren eignet sich
besonders fur Vielfachmessungen und einen Einsatz im
Routinebetrieb. In diesem Fall werden mehrere zu un-
tersuchenden Flussigkeitsvolumina nacheinander an
den jeweiligen Ort der Untersuchung bewegt. Ist eine
einzelne Bestimmung beendet, so wird das bereits un-
tersuchte Flissigkeitsvolumen vom Ort der Untersu-
chung wegbewegt und kann fir weitere Untersuchun-
gen zur Verfliigung stehen oder in einen Abfallbehalter
gesammelt werden. An den freigewordenen Ort der Un-
tersuchung kann nun ein anderes Flussigkeitsvolumen
bewegt werden, wobei der Wegtransport des bereits un-
tersuchten Flissigkeitsvolumens und der Hintransport
des zu untersuchenden Flissigkeitsvolumens gleich-
zeitig oder zeitlich nacheinander erfolgen kénnen. Ent-
sprechende Verfahrensschritte konnen ebenfalls mit
Kalibrationslésungen, Referenzldésungen, Spil- oder
Reinigungslésungen, Reagenzlésungen oder Loésun-
gen mit standardisierten Analytkonzentrationen durch-
geflhrt werden.

[0026] Im Falle von Analyten, die nicht direkt in der zu
untersuchenden Flissigkeit mit Sensoren bestimmt
werden kdnnen, bendtigt man oft noch zusatzliche Rea-
genzien, um die Analyten bestimmen zu kénnen.
[0027] Solche Verfahren sind insbesondere dadurch
gekennzeichnet, dass die Bestimmung des Analyten in-
direkt durch den Nachweis einer spezifischen Wechsel-
wirkung mit einem Bindungspartner, insbesondere ei-
nem markierten Bindungspartner in Form von Immun-
oassays oder Nachweisverfahren mittels Polymerasen-
Kettenreaktionen, oder einer spezifische Reaktion des
Analyten mit Nachweisreagenzien, insbesondere in
Form chemischer oder enzymatischer Reaktionen, oder
einer spezifischen Veranderung einer physikalischen
oder chemischen GréRe, insbesondere der Viskositét,
erfolgt. Zur Bestimmung des Analyten bringt man bei-
spielsweise ein Volumen der zu untersuchenden Flis-
sigkeit und ein Volumen der Reagenzlésung in Kontakt,
indem man diese Flissigkeitsvolumina, beispielsweise
durch geeignet angesteuerte akustische Antriebs-Ober-
flachenwellen, aufeinanderzubewegt, so dass sie sich
letztendlich zu einem gemeinsamen Flussigkeitsvolu-
men vereinigen. Besonders vorteilhaft ist es, wenn die
vereinten Flussigkeitsvolumina anschlieBend durch-
mischt werden, um eine mdglichst rasche und vollstan-
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dige Reaktion des Analyten mit den Reagenzien und so-
mit eine mdéglichst genaue Bestimmung des Analyten
zu ermdglichen. Zur Durchmischung kénnen insbeson-
dere geeignet angesteuerte akustische Oberflachen-
wellen eingesetzt werden. Die Kontaktierung und Ver-
mischung der Flissigkeitsvolumina kann direkt am Ort
der Untersuchung erfolgen oder auch zuvor in einem
anderen Bereich der Vorrichtung, so dass in letzterem
Fall, eventuell nach Einhaltung einer bestimmten Reak-
tionszeit, diese Mischung zum Ort der Untersuchung
bewegt wird.

[0028] Zur Bestimmung des Analyten bendtigte Rea-
genzlésungen sowie Kalibrationslésungen, Referenzl6-
sungen, Spul- oder Reinigungslésungen oder Lésun-
gen mit standardisierten Analytkonzentrationen kénnen
durch spezielle Offnungen in die Vorrichtung gegeben
werden, insbesondere durch ein bereits vorhandenes
Probenauftrags-Septum oder durch ein eigens dafiir
vorgesehenes Septum. Die oben beschrieben Auftra-
gung der Ldsungen muss nicht zwangslaufig durch Pi-
pettieren oder Injektion durch ein Septum erfolgen, son-
dern es kdénnen in weiteren Ausfiihrungsformen der Er-
findung FlUssigkeiten in Behaltern innerhalb oder au-
Rerhalb des Gehéauses bereit gehalten werden, welche
zu gegebenen Zeitpunkten beispielsweise mit Hilfe ei-
nes Mikrodispensers oder Piezodispensers in das Ge-
hause gebracht oder dort freigesetzt werden. Dies hat
den Vorteil, dass alle Flissigkeiten, die zur Bestimmung
des Analyten benétigt werden, bereits in einer Vorrich-
tung vorhanden sein kdnnen und nur noch die zu unter-
suchende Flissigkeit zugefihrt werden muss. Insbe-
sondere kann das Aufbringen zusatzlicher ReagenzI6-
sungen Uber einen auf dem Deckel des Gehauses an-
gebrachten Behalter erfolgen, der mittels eines Dispen-
sers mit der Kammer verbunden ist.

[0029] Die Flussigkeitsvolumina liegen vorzugsweise
in Form runder oder abgeflachter Tropfen vor, aber es
sind auch Volumina in langlicher Form mdglich, die
mehrere nebeneinander liegende sensorische Elemen-
te Uberdecken kénnen. Diese Ausgestaltungsform kann
dann besonders gut eingesetzt werden, wenn mehrere
sensorische Elemente gleichzeitig mit dem zu untersu-
chenden Flissigkeitsvolumen in Kontakt stehen mis-
sen, wie dies beispielsweise bei der elektrochemischen
Messung von Elektrolyten nétig ist. Hierzu verwendet
man im allgemeinen eine oder mehrere Messelektroden
und eine Referenzelektrode mit einem Referenzelektro-
lyten. Bewegt man ein Volumen der zu untersuchenden
Flussigkeit und ein Volumen eines Referenzelektrolyt-
I6sung aufeinander zu und bringt sie in Kontakt, so er-
folgt die Durchmischung der beiden Flissigkeitsvolumi-
na ohne zuséatzliche durchmischende Kréfte zunachst
rein diffusiv und somit sehr langsam. Dies ist besonders
vorteilhaft, weil sich zu diesem Zeitpunkt direkt nach
dem Kontaktieren der Flussigkeitsvolumina die beiden
Teilvolumina in einer elektrischen leitenden Verbindung
befinden, ohne sich effektiv zu durchmischen. Vorzugs-
weise befindet sich das Flissigkeitsvolumen der zur un-
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tersuchenden Flissigkeit in Kontakt zu einer oder meh-
reren Messelektroden und das den Referenzelektroly-
ten enthaltende Flussigkeitsvolumen in Kontakt zur Re-
ferenzelektrode, so dass nach dem Einschwingen der
Mess-Signale eine exakte Bestimmung des Analyten
erfolgen kann.

[0030] Die erfindungsgemafRe Vorrichtung ist vor-
zugsweise in ein geschlossenes Gehduse eingebaut,
welches fiir einen mehrfachen Gebrauch geeignet ist.
Durch diese geschlossene Bauform wird ein Verdamp-
fen von Flussigkeiten und somit eine Verfalschung der
Konzentration des Analyten verhindert. Des weiteren ist
in einer bevorzugten Ausfiihrungsform ein Abfallgefal
enthalten, in welches bereits untersuchte Flissigkeiten
sowie Reagenzlésungen, Kalibrationslésungen, Refe-
renzlésungen, Spul- oder Reinigungslésungen und L&-
sungen mit standardisierten Analytkonzentrationen
nach ihrem Gebrauch transportiert werden. Der Abfall-
behélter kann insbesondere so ausgebildet sein, dass
diese bereits genutzten Flussigkeiten nicht mehr an die
Orte der Untersuchung gelangen kénnen und/oder an-
dere Analytbestimmungen verfalschen kénnen. Dies
kann beispielsweise durch eine mechanische Blende
erreicht werden. Weiterhin kdnnen die bereits genutzten
Proben adsorbiert werden, beispielsweise mittels eines
Vlieses oder Schwammes. Dadurch ist sichergestellt,
dass die Luftfeuchte in der erfindungsgemafien Vorrich-
tung konstant hoch gehalten und so die Verdampfung
der kleinen Flussigkeitsvolumina verhindert wird, ohne
dass nachfolgende Bestimmungen von Analyten durch
vorhergehenden Bestimmungen beeinflusst werden.
[0031] In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die er-
findungsgeméafRe Vorrichtungen oder Teile der Vorrich-
tungen derartig ausgestaltet, dass die Vorrichtungen
oder Teile der Vorrichtungen, insbesondere sensorische
Elemente, fir einen einmaligen Einsatz vorgesehen
sind. Diese Ausfiihrungsform eignet sich besonders zur
Bestimmung von Analyten, bei denen Verschleppungs-
probleme auftreten kénnen.

[0032] Weiterhin umfasst die vorliegende Erfindung
Ausfiihrungsformen, welche als modulares Baukasten-
systems sowohl fiir einfache als auch mehr- und vielfa-
che Bestimmungen von Analyten in Flissigkeiten ge-
eignet sind. Besonders vorteilhaft fiir diese Ausfiih-
rungsformen ist es, dass die Transportebene und die
Nachweisebene mit unterschiedlichen Materialien und
Methoden hergestellt werden kdénnen und erst zur
Durchfiihrung der Bestimmung von Analyten zusam-
mengeflihrt werden missen. Weiterhin miissen Trans-
portebene und Nachweisebene nicht direkt miteinander
verbunden sein, beispielsweise durch Abstandshalter
oder ein gemeinsames Gehause, sondern kénnen zu-
nachst unabhangig voneinander vorliegen und erst zur
eigentlichen Bestimmung des Analyten in gemeinsa-
men Kontakt zu dem zu untersuchenden Flussigkeits-
volumen gebracht werden. Insbesondere sind Ausfih-
rungsformen vorteilhaft, bei denen das Substrat der
Transportebene als vielfach verwendbares Substrat
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eingesetzt wird, welches den Transport vieler Flissig-
keitsvolumen zu den entsprechenden Orten der Unter-
suchung bewirkt, und die Nachweisebene fiir einen ein-
maligen Gebrauch vorgesehen ist, insbesondere bei
sensorischen Elementen, welche auf nicht reversiblen
Reaktionen beruhen und somit nur einmal zu benutzen
sind. Beispiele hierflr sind auf optischen Nachweisver-
fahren beruhende Glukosesensoren oder Sensoren,
welche auf immunologischen Methoden oder DNA-Hy-
bridisierung beruhen. Hier kann die Nachweisebene so
ausgebildet sein, dass sie nur ein sensorisches Element
enthalt und zu jeder Bestimmung ausgetauscht wird,
wahrend die Transportebene zur Bewegung vieler Flus-
sigkeitsvolumina fir viele Analytbestimmungen einge-
setzt werden kann. Die Nachweisebene kann aber auch
so ausgebildet sein, dass sie mehrere sensorischen
Elemente enthalt, welche jedes fiir sich nur einmal ein-
gesetzt werden kénnen und welche sich an verschiede-
nen voneinander getrennten Orten der Bestimmung be-
finden, so dass zu jeder Analytbestimmung ein anderes
sensorisches Element genutzt wird. Diese Ausfiih-
rungsform hat den Vorteil, dass damit mehrere Analyt-
bestimmungen mit nur einmal nutzbaren sensorischen
Elementen nacheinander in der gleichen Vorrichtung
durchgefuihrt werden kénnen.

[0033] In einer weiteren Ausfiihrungsform ist die er-
findungsgemafle Vorrichtung derartig ausgestaltet,
dass Verfahren zur Bestimmung von Analyten in Flis-
sigkeiten eingesetzt werden, welchen einen oder meh-
rere trockenchemische Schritte beinhalten. Ein Beispiel
hierfir ist die reflektrometrische Glukosebestimmung
auf Teststreifen. Trockenchemische Verfahren sind Ver-
fahren, welche mindestens ein Reagenz in trockener
Form enthalten. Hierbei muss gewahrleistet sein, dass
eine moglichst geringe Feuchtigkeit in der Vorrichtung
herrscht. Dies kann insbesondere dadurch erreicht wer-
den, dass in der Vorrichtung oder in damit in Verbindung
stehenden Bauteilen wie beispielsweise einem Abfall-
behalter, ein feuchtigkeitsund/oder flissigkeitsabsor-
bierendes Mittel, wie beispielsweise Silicagel, enthalten
ist, wobei das feuchtigkeits- und/oder flissigkeitsabsor-
bierende Mittel durch eine Membran oder ein Vlies um-
hillt sein kann. Dadurch ist man in der Lage, auch
feuchtigkeitsempfindliche Reagenzien zur Bestimmung
von Analyten in Flussigkeiten einzusetzen. Solche in
trockener Form vorliegenden Reagenzien kénnen ins-
besondere in Form eines Spots am Ort der Bestimmung
vorliegen oder im Falle einer indirekten Beteiligung an
der Bestimmung des Analyten an anderen Orten der
Vorrichtung fixiert sein. Sollen solche Vorrichtungen,
welche mit trockenchemischen Reagenzien arbeiten,
fur mehrere Bestimmungen eingesetzt werden, kénnen
beispielsweise mehrere Spots an unterschiedlichen
Stellen in der Vorrichtung angebracht werden, welche
unabhangig voneinander mit verschiedenen zu untersu-
chenden Flissigkeitsvolumina in Kontakt gebracht wer-
den kdnnen. So ist man in der Lage, trockenchemische
Reagenzien auch in mehrfach nutzbaren Vorrichtungen
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unterzubringen, ohne dass die trockenchemischen
Reagenzien fiir die weiteren Bestimmungen durch die
in den vorhergehenden Bestimmungen eingesetzten
Flissigkeitsvolumina geschadigt werden. Hierbei sind
verschiedene Ausfiihrungsformen eingeschlossen. So
kann beispielsweise ein Auftragsort vorgesehen sein,
an welchem mehrere zu untersuchende Flissigkeits-
proben aufgebracht werden, und mehrere raumlich vor-
einander getrennte Orte der Untersuchung, welche alle
die gleiche Nachweismethode anwenden, so dass an
den verschiedenen Orten der Untersuchung Analytbe-
stimmungen in identischer Weise durchgefiihrt werden.
Dies ist besonders dann vorteilhaft, wenn auf einer Vor-
richtung mehrere identische Analytbestimmungen hin-
tereinander durchgefiihrt werden sollen. In einer weite-
ren Ausfiihrungsform kénnen mehrere Auftragsorte und
mehrere Orte der Untersuchung, welche alle die gleiche
Nachweismethode anwenden, enthalten sein. Dies ist
besonders dann vorteilhaft, wenn auf einer Vorrichtung
mehrere identische Analytbestimmungen gleichzeitig
durchgefiihrt werden sollen. In einer weiteren Ausfiih-
rungsform kénnen ein Auftragsort und mehrere Orte der
Untersuchung, welche den Nachweis unterschiedlicher
Analyten ermdglichen, enthalten sein. Dies ist beson-
ders dann vorteilhaft, wenn aus einer Probe mehrere
unterschiedliche Analyten bestimmt werden sollen.
Hierbei wird die Probe vorzugsweise zunachst in meh-
rere Flissigkeitssegmente aufgeteilt, welche dann an-
schlieRend an die verschiedenen Orte der Untersu-
chung transportiert werden koénnen. In einer weiteren
Ausflihrungsform kénnen auch mehrere Auftragsorte
und mehrere Orte der Untersuchung, welche den Nach-
weis unterschiedlicher Analyten ermdglichen, enthalten
sein.

[0034] Der Kontakt des sensorischen Elements be-
ziehungsweise der Nachweisebene zum zu untersu-
chenden Flissigkeitsvolumen erfolgt erfindungsgeman
nur am Ort der Untersuchung. Die Nachweisebene kann
in diesem Bereich so ausgeformt sein, dass sie eine per-
manente Verringerung des Abstands des sensorischen
Elements von der Transportebene am Ort der Untersu-
chung besitzt, oder dass das sensorische Element be-
ziehungsweise die Nachweisebene beweglich ausge-
bildet ist, so dass das sensorische Element nur dann
mit dem zu untersuchenden Flissigkeitsvolumen in
Kontakt gebracht wird, wenn sich dieses am Ort der Un-
tersuchung befindet. Hierzu sind insbesondere folgen-
de Lésungen moglich.

[0035] Die Vorrichtung kann derartig ausgeformt sein,
dass der Abstand zwischen Nachweisebene und Trans-
portebene am Ort der Untersuchung permanent verrin-
gert ist, vorzugsweise dadurch, dass die sensorischen
Elemente aus der eigentlichen Nachweisebene in Rich-
tung der Transportebene herausragen. Insbesondere
ist der Abstand zwischen Nachweisebene und Trans-
portebene auflerhalb des sensorischen Bereichs gro-
Rer als die vertikale Ausdehnung der Flissigkeitsvolu-
mina, innerhalb des sensorischen Bereichs, d.h. am Ort
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der Untersuchung, kleiner oder gleich der vertikalen
Ausdehnung der Flissigkeitsvolumina. Hierdurch ist ei-
ne Bewegung der Flussigkeitsvolumina aufRerhalb der
sensorischen Bereiche mdglich, welche nicht von den
sensorischen Elementen oder der Nachweisebene be-
einflusst wird. Eine Wechselwirkung der Flissigkeitsvo-
lumina mit den sensorischen Elementen tritt hingegen
ausschliellich an den Verengungen an den Orten der
Untersuchung auf. Hier erfolgt die eigentliche Bestim-
mung der Analyten, wobei das jeweilige Flissigkeitsvo-
lumen seine Position wahrend der Bestimmung vor-
zugsweise nicht verandert. Dies kann beispielsweise
dadurch erfolgen, dass wahrend der Analytbestimmung
die Vorrichtungen zur Erzeugung der Kréfte, welche die
Bewegung der Flussigkeitsvolumina hervorrufen, aus-
geschaltet werden. Nach Beendigung der Bestimmung
des Analyten kdnnen nun wieder Krafte angelegt wer-
den, welche die Flissigkeitsvolumina von den Orten der
Untersuchung wegbewegen, beispielsweise in einen
Abfallbehalter oder zu einen weiteren Ort der Untersu-
chung, wobei die Bewegung nach Verlassen der Unter-
suchung wieder ausschlielich in Kontakt mit der Trans-
portebene erfolgt. Vorteilhaftim Rahmen dieser Ausfih-
rungsform ist, dass solche permanenten Verengungen
des Abstands von Nachweisebene und Transportebene
ohne zusétzlichen technischen Aufwand und damit ko-
stenglinstig durch geeignete Topologien der Nachweis-
und/oder Transportebene erzeugt werden kdnnen. Sol-
che Topologien kénnen Spitzen, Erhebungen, Rampen
und &hnliche sein.

[0036] Die Vorrichtung kann weiterhin derartig ausge-
formt sein, dass der Abstand zwischen dem sensori-
schen Element beziehungsweise der Nachweisebene
und der Transportebene am Ort der Untersuchung tem-
porar verringert werden kann. Hierzu befindet sich das
sensorische Element beziehungsweise die Nachwei-
sebene zunachst wahrend der Bewegung der Flissig-
keitsvolumina Uber die Transportebene in einem Ab-
stand von dieser, der groRer als die vertikale Ausdeh-
nung der Flissigkeitsvolumina ist. Dies entspricht der
zuvor beschriebenen Transportposition. Dadurch ist ei-
ne nicht von den sensorischen Elementen oder der
Nachweisebene beeinflusste Bewegung der Flissig-
keitsvolumina an den Ort der Untersuchung mdglich ist.
Befindet sich das zu untersuchende Flissigkeitsvolu-
men am Ort der Untersuchung, wird die Bewegung des
Flissigkeitsvolumens beendet und durch geeignete
Verfahren der Abstand des sensorischen Elements be-
ziehungsweise der Nachweisebene zum zu untersu-
chenden Flussigkeitsvolumen derartig verkirzt, dass es
zum unmittelbaren Kontakt zwischen Flissigkeitsvolu-
men und sensorischem Element kommt. Insbesondere
kénnen hierbei zur Verringerung des Abstands die
Nachweisebene und die Transportebene zeitweise auf-
einander zubewegt werden, beispielsweise mittels ei-
nes elektrischen Antriebes. In anderen Ausfiihrungsfor-
men wird nicht die ganze Nachweisebene auf die Trans-
portebene zubewegt, sondern lediglich die sensori-
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schen Bereiche, beispielsweise durch beweglich ange-
brachte Sensorelektroden, welchen zur Bestimmung
des Analyten durch externe Antriebe mit dem zu unter-
suchenden Flissigkeitsvolumen in Kontakt gebracht
werden. Dies entspricht der zuvor beschriebenen Mes-
sposition. Nach der Analytbestimmung wird die Nach-
weisebene beziehungsweise das sensorische Element
wieder vom Flissigkeitsvolumen in die Transportpositi-
on wegbewegt und es werden Kréfte angelegt, welche
das Flissigkeitsvolumen von den Orten der Untersu-
chung wegbewegen, beispielsweise in einen Abfallbe-
halter oder zu einen weiteren Ort der Untersuchung, wo-
bei die Bewegung nach Verlassen der Untersuchung
wiederum ausschlieBlich in Kontakt mit der Transporte-
bene erfolgt.

[0037] Die erfindungsgemafRen Verfahren und Vor-
richtungen kénnen weiterhin zur Bestimmung von Ana-
lyten durch die Messung physikalischer und physika-
lisch-chemischer Parameter eingesetzt werden. Bei-
spielsweise kénnen sie zur Bestimmung globaler Gerin-
nungsparameter wie der Prothrombinzeit oder der akti-
vierten partiellen Thromboplastinzeit eingesetzt wer-
den. Diese Messung kann einerseits Uiber elektrochemi-
sche Reaktionen mit den entsprechenden elektroche-
mischen Sensoren erfolgen, wie sie beispielsweise in
der US-Patentschrift US 6,352,630 beschrieben sind.
Andererseits kann die Bestimmung auch uber eine Vis-
kositadtsmessung erfolgen. Dieses kann neben den be-
kannten Verfahren, beispielsweise optischen Verfahren
oder Verfahren mit magnetischen Partikeln, insbeson-
dere auch mit Sensoren erfolgen, welche auf akusti-
schen Oberflachenwellen basieren. Die Vorrichtung
kann mehrmals verwendet werden, wenn nach Errei-
chen des notwendigen Mess-Signals die Vorrichtung re-
generiert wird, vorzugsweise mit Hilfe von dem Fach-
mann bekannten Reagenzien, welche das Ausbilden
der vollstdndigen Gerinnung verhindern. Diese Rea-
genzien kodnnen in flissiger Form ebenfalls mit den er-
findungsgeméafRen Verfahren und Vorrichtungen auf der
Transportebene, insbesondere mittels akustischer
Oberflachenwellen, zu dem Reaktionsgemisch befor-
dert werden und nach Mischen mit diesem in einen Ab-
fallbehalter transportiert werden.

[0038] Die erfindungsgemafien Verfahren und Vor-
richtungen kénnen weiterhin zur Durchfiihrung homo-
gener oder heterogener Immunoassays eingesetzt wer-
den. Bei homogenen Immunoassays kann die Reaktion
insbesondere Uber die Messung der Triibung bzw. der
optischen Dichte mittels optischer Sensoren erfolgen.
Weiterhin kann der Sensor als Wellenleiter ausgebildet
sein, insbesondere im Falle einer Messung der Reakti-
on mittels Evaneszenzfeld-laserspektrometrischer Ver-
fahren. Bei heterogenen Immunoassays kdnnen insbe-
sondere spezifische Antikorper eingesetzt werden, wel-
che beispielsweise an magnetische Partikel gebunden
sind. Die Assays werden dann in einer dem Fachmann
bekannten Weise durchgeflhrt.

[0039] Die Vorrichtung kann weiterhin derartig ausge-
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formt sein, dass analytspezifische Nachweisreaktionen
mit einem oder mehreren Separationsschritten oder
Waschschritten durchgefihrt werden kénnen. Hierzu
werden ein oder mehrere zu trennende Substanzen mit
einer spezifischen Markierung oder Sonde versehen,
beispielsweise durch Bindung an Magnetpartikel oder
markierte Antikdrper. Die hierbei nétige Trennung der
Substanzen, beispielsweise von gebundenem und un-
gebundenem Analyten im Rahmen einer sogenannten
bound-free-separation, erfolgt im Falle einer magneti-
schen Markierung insbesondere dadurch, dass an ei-
nem bestimmten Ort der Vorrichtung von aussen einen
Magnetfeld angelegt wird, welches die magnetischen
Partikel mit den daran gebundenen Substanzen festhalt
und damit ein Waschen der Partikel bzw. einem Medi-
enwechsel ermdglicht. Diese Reagenzien und Medien
kénnen ebenfalls in flissiger Form auf der Transporte-
bene, insbesondere mittels akustischer Oberflachen-
wellen, befordert werden. Insbesondere kdnnen sie zu-
nachst an den Ort der bound-free-Trennung transpor-
tiert und nach erfolgten Waschschritten entweder am
gleichen Ort oder einem anderen Ort der Messung zu-
gefihrt werden. Die Messung kann dort mit den bekann-
ten Sensoren (Fluoreszenzsensoren, Lumineszenz-
sensoren oder anderen) durchgefiihrt werden. Dies er-
moglicht insbesondere die Durchfiihrung eines kom-
pletten Immunoassays in einer einzigen geschlossenen
Vorrichtung. Die Vorrichtung kann mehrmals verwendet
werden, wenn nach Erreichen des notwendigen Messsi-
gnals die Vorrichtung analog den oben genannten Ver-
fahren gereinigt beziehungsweise regeneriert wird. Die
verbrauchten Reagenzien kénnen in einen Abfallbehal-
ter Uberfihrt werden.

[0040] Die erfindungsgeméafen Verfahren und Vor-
richtungen kdénnen weiterhin in Methoden zur Bestim-
mung von Analyten eingesetzt werden, welche auf bio-
logischen oder chemischen Vervielfaltigungsreaktionen
beruhen. Fir gentechnische Bestimmungen oder
DNA-Vergleiche von Lebewesen stehen oft nur Spuren
von zelluldrem Material zur Verfiigung, weshalb zur Be-
stimmung dieser Molekule Methoden nétig sind, welche
Nukleinsauren in vitro in ausreichenden Mengen ver-
vielfaltigen. Hier ist insbesondere die Polymerase-Ket-
tenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) zu nen-
nen, mit der man DNA-Fragmente aus winzigen Spuren
des Ausgangsmaterials beliebig oft und in kurzer Zeit
vervielfaltigen kann. Ein Zyklus einer PCR besteht aus
drei diskreten Temperatur-Schritten: 1. Denaturierung:
Beim Erhitzen auf ca. 95°C schmilzt die zu amplifizie-
rende DNA auf und man erhalt Einzel-Stréange. 2. An-
nealing: Durch rasches Abkulhlen auf ca. 55°C wird die
Reassoziation der Einzel-Strange verhindert und die
Primer (2 verschiedene Oligonukleotide mit gegensin-
niger Orientierung) lagern sich an entsprechend kom-
plementére Strangabschnitte der DNA. 3. Extension:
Die DNA-Polymerase verlangert bei ca. 72°C von Pri-
mer ausgehend den Strang und vervollstandigt so durch
den Einbau von Nukleotiden den Einzelstrang zum Dop-
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pelstrang. Diese neuen Molekile dienen im nachsten
Zyklus wieder als Vorlage. Es kommt zu einer exponen-
tiellen Vermehrung der Ausgangs-DNA und in mehre-
ren, meist 20 bis 50, Zyklen wird das Material vielfach
identisch kopiert.

[0041] Die erfindungsgemafe Vorrichtungen kénnen
derartig ausgebildet sein, dass sie sich zur Durchfiih-
rung eines derartigen PCR-Testes eignen. Insbesonde-
re die Durchfiihrung der Temperatursteuerung kann in
der Vorrichtung auf verschiedene Arten umgesetzt wer-
den. Die Vorrichtung ist aufgrund ihrer mikroskopischen
Grole besonders geeignet, Volumina im Mikro- und Na-
noliterbereich in kiirzester Zeit auf die gewlinschte Tem-
peratur einzustellen, was die Zykluszeiten der Verviel-
faltigungsschritte verkirzt. Bei solch kleinen Flissig-
keitsvolumina ist es insbesondere notwendig, die vor-
liegenden flissigen Reaktionsgemische am Verdamp-
fen zu hindern. Dazu sind verschiedene Massnahmen
geeignet. Insbesondere kann die wassrige Phase (das
eigentliche PCR-Reaktionsgemisch) mit einem mit die-
ser wassrigen Phase nicht mischbaren Medium, wel-
ches eine hdheren Siedepunkt als Wasser hat, bei-
spielsweise Mineraldl, uberschichtet werden. In ande-
ren Ausflhrungsformen kann durch eine geeignete
Wahl des inneren Volumens der Vorrichtung erreicht
werden, dass sich schnell ein entsprechender Dampf-
druck aufbaut, welcher ein weiteres Verdampfen der
Reaktionslésung verhindert, insbesondere wenn das
die Flissigkeit umgebende Volumen sehrkleinist. In an-
deren Ausfiihrungsformen kann dies dadurch erreicht
werden, dass die Reaktion bei sehr hoher Luftfeuchte
bzw. Dampfséttigung durchgefihrt wird. Das zyklische
Ansteuern und Anpassen der Temperatur des Reakti-
onsgemisches kann auf verschiedene Arten erfolgen.
Insbesondere kann die gesamte Vorrichtung oder be-
stimmte Teile der Vorrichtung, welche das Reaktionsge-
misch enthalten, von aulen erwarmt oder abgekiihlt
werden. Hierbei werden durch die erfindungsgemaien
Vorrichtungen sehr schnelle Temperaturwechsel er-
reicht, da vorzugsweise das Volumen der zu temperie-
renden Flissigkeit sehr klein sein kann und die Vorrich-
tung aus Materialien bestehen kann, welche eine sehr
hohe Warmeleitfahigkeit besitzen. In weiteren erfin-
dungsgemafen Ausfiihrungsformen sind in der Vorrich-
tung verschieden temperierte Zonen enthalten, wobei
die Temperaturerzeugung und -regulation mit dem
Fachmann bekannten Methoden erzielt werden kann.
Insbesondere kénnen in der Nachweisebene Heiz- oder
Kuhlelemente angebracht sein. Diese werden von aus-
sen derartig angesteuert, dass die fiir die PCR-Amplifi-
kation bendtigten verschiedenen Temperaturen an ver-
schiedenen Orten der Vorrichtung permanent oder tem-
poréar eingestellt sind. Diese auf eine bestimmte Tempe-
ratur eingestellten Bereiche beziehungsweise die Heiz-
elemente gelten im Sinne der Erfindung als Orte der Un-
tersuchung beziehungsweise sensorische Elemente,
da nur an diesen Orten durch die temperierenden Ele-
mente die spezifische Amplifikationsreaktion zum
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Nachweis des Analyten stattfinden kann. Somit kénnen
auch die Heizelemente beziehungsweise die Nachwei-
sebene in allen zuvor beschriebenen Ausfiihrungsfor-
men ausgefuhrt sein. Besonders bevorzugt sind hierbei
Ausfiihrungsformen, bei welchen die unterschiedlichen
Temperaturzonen durch Verringerungen des Abstandes
zwischen Transportebene und Deckel definiert sind, wo-
bei sich die Heizelemente an diesen Stellen mit redu-
ziertem Abstand befinden und das Reaktionsgemisch
an diesen Stellen in direkten Kontakt zum Deckel bezie-
hungsweise zu den sich dort befindlichen Heizelemen-
ten befindet. Mit Hilfe der Transportebene kann nun zur
Durchfiihrung der DNA-Amplifikation das Reaktionsge-
misch an die jeweiligen vortemperierten Bereiche in der
Vorrichtung bewegt werden. Die Warmeabgabe erfolgt
vorzugsweise deckelseitig durch direkten Flissigkeits-
kontakt mit zusatzlicher Durchmischung des Reaktions-
gemisches beispielsweise durch akustische Oberfla-
chenwellen oder durch Elektrowetting, doch sind auch
Ausfihrungsformen denkbar, die ohne zusétzliche
Durchmischung des Reaktionsgemisches oder mit nicht
direkter Warmeiibertragung oder mit seitlicher oder bo-
denseitiger Warmeeinspeisung arbeiten. Der Nachweis
von Analyten mittels PCR-Methoden kann auf verschie-
dene Weisen durchgefiihrt werden. Insbesondere kann
dies durch sogenannte "real time PCR"-Verfahren in ei-
nem Fachmann bekannter Weise durchgefiihrt werden,
wobei die in diesen Verfahren eingesetzte Messung der
Fluoreszenz bei Wahl eines mdglichst transparenten
Materials entweder von der Seite der Transportebene
oder der Seite der Nachweisebene erfolgen kann. Wei-
terhin kann auch eine sogenannte Endpunkt-PCR in ei-
nem Fachmann bekannter Weise durchgefiihrt werden,
wobei am Ende der Reaktion das Produkt in einem De-
tektionsbereich bewegt wird, an dem die entsprechen-
den Nukleinsduresequenzen vorliegen, welche dort als
spezifische Templatesonden immobilisiert worden sind.
Dieser Bereich kann vorteilhafterweise ebenfalls tem-
periert werden, um eine spezifische Hybridisierung si-
cher zu stellen. Die Detektion erfolgt dann mit dem
Fachmann bekannten Verfahren, wobei sich generell je-
de bekannte post-PCR-Detektionsmethode eignet.
[0042] Die Erfindung wird durch die nachfolgend be-
schriebenen, beispielhaften Figuren naher erlautert.
[0043] Die Bezugszeichen in den Figuren bedeuten:

Substrat der Transportebene
Deckel

elastischer Bereich des Deckels
Abfallbehalter

Saugvlies

Abfalltropfen
Transducer-Elemente

Magnet

Heizelement

10  Lufter

11 Septum

12  Elektrischer Kontakt der Transducer-Elemente
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13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

20

Verschluss

lonenselektive Elektrode

Referenzelektrode

Blende

Elektrischer Kontakt der ionenselektiven Elektro-
de

bevorzugte Bewegungsbahnen

zu untersuchende Flussigkeitsprobe
Referenzelektrolytldsung

Ort der Untersuchung

Reagenzbehalter

Elektrischer Kontakt der Referenzelektrode
Dosiereinrichtung

Dise

Welle

Anregungslicht

Fluoreszenzlicht

Schrittmotor

Sensorische Elektroden zur Viskositatsbestim-
mung

Figur 1 zeigt eine Aufsicht auf eine Ausfiihrungs-
form einer erfindungsgemafien Vorrichtung, welche
zur Bestimmung von Analyten, beispielsweise lo-
nen, mit Hilfe von integrierten ionenselektiven Elek-
troden geeignet ist.

Figur 2 zeigt eine Schnittansicht der Vorrichtung
aus Figur 1 entlang der dort gezeigten Linie A-A.

Figur 3 zeigt eine Explosionszeichnung einer Vor-
richtung entsprechend Figuren 1 und 2.

Figur 4 zeigt eine erweitere Ausfiihrungsform einer
erfindungsgemafen Vorrichtung, wie sie in Figur 1
und 2 dargestellt ist.

Figur 5 zeigt eine Schnittansicht einer Ausfiihrungs-
form einer erfindungsgemafen Vorrichtung, welche
zur Bestimmung von Analyten, beispielsweise lo-
nen, mit Hilfe von Dickschichtelektroden (thick film
electrodes) geeignet ist.

Figur 6 zeigt eine Schnittansicht einer Ausfiihrungs-
form einer erfindungsgemafen Vorrichtung, welche
zur Durchfiihrung von PCR-Reaktionen, insbeson-
dere zur Bestimmung von Analyten mittels real
time-PCR, geeignet ist.

Figur 7 zeigt eine erweiterte Ausfihrungsform einer
erfindungsgemaRen Vorrichtung am Beispiel einer
Erweiterung von Figur 6, mit welcher die Durchfiih-
rung von Waschschritten in einer geschlossenen
Vorrichtung méglich ist.

Figur 8 zeigt eine Aufsicht auf eine Ausfiihrungs-
form einer erfindungsgemafien Vorrichtung, welche
zur Bestimmung von Analyten mittels einer Visko-
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sitditsmessung geeignet ist.

Beschreibung der Figuren

[0044]

Figur 1:

Figur 1 zeigt eine Aufsicht auf eine Ausflh-
rungsform einer erfindungsgemafien Vor-
richtung, welche zur Bestimmung von Ana-
lyten, beispielsweise lonen, mit Hilfe von in-
tegrierten ionenselektiven Elektroden geeig-
net ist. Die Transportebene wird durch ein
ebenes Substrat (1) verwirklicht. In der dar-
gestellten Ausflhrungsform wird der Flis-
sigkeitstransport durch akustische Oberfla-
chenwellen bewirkt. Hierzu sind in den
Randbereichen des Substrates (1) mehrere
interdigitale Transducer-Elemente (7) auf ei-
nem piezoelektrischen Element angeordnet,
welche mittels der zugehdrigen elektrischen
Kontakte (12) angesteuert werden und die
zum Transport notwendigen akustischen
Oberflachenwellen erzeugen. Weiterhin ent-
halt die Vorrichtung einen Deckel (2), wel-
cher sich in einem bestimmten Abstand vom
Substrat (1) befindet und am Ort der Unter-
suchung (21) die sensorischen Elemente, im
vorliegenden Beispiel drei ionenselektiven
Elektroden (14) und die Referenzelektrode
(15), enthalt und somit der Nachweisebene
entspricht. Der Abstand der beiden Ebenen
wird im vorliegenden Fall durch die Ver-
schlisse (13) festgelegt. Die Flissigkeitsvo-
lumina (im vorliegenden Beispiel die zu un-
tersuchende Flissigkeitsprobe (19) und ei-
ne Referenzelektrolytldsung (20)) kénnen
nach Aufgabe durch eines der dargestellten
Septen (11) an den Ort der Untersuchung
(21) bewegt werden. Der Ort der Untersu-
chungistim vorliegenden Falle derartig aus-
gestaltet, dass in diesem Bereich der Ab-
stand zwischen dem Substrat (1) der Trans-
portebene und dem Deckel (2) durch eine lo-
kale Absenkung des Deckels verringert ist.
Am Ort der Untersuchung gelangt so die zu
untersuchende Flussigkeit (19) bzw. die Re-
ferenzldsung (20) mit ionenselektiven Elek-
troden (14) und der Referenzelektrode (15)
in Kontakt. Die Signale der Elektroden wer-
den mittels der zugehorigen elektrischen
Kontakte (17) und (23) einer Auswerteein-
heit zugefliihrt. Nach der Bestimmung der
Potentiale zwischen den ionenselektiven
Elektroden (14) und der Referenzelektrode
(15) werden nun die vereinten Fllssigkeits-
volumina (19) und (20) mittels akustischer
Oberflachenwellen in den Abfallbehalter (4)
bewegt, welcher im vorliegenden Fall mit ei-
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Figur 2:

Figur 3:
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nem Saugvlies (5) zur Flissigkeitsaufnah-
me ausgestattet ist und durch eine Blende
(16) von der Transportebene getrennt ist.
Zur Veranschaulichung der Bewegungswe-
ge der Flissigkeitsvolumina sind bevorzug-
te Bewegungsbahnen (18) dargestellt.

Figur 2 zeigt eine Schnittansicht der Vorrich-
tung aus Figur 1 entlang der dort gezeigten
Linie A-A. Die zu untersuchende Flissig-
keitsprobe (19) wird durch ein Septum (11)
auf das Substrat (1) der Transportebene ge-
geben. Mittels durch Transducer-Elemente
(7) erzeugter akustischer Oberflachenwel-
len wird die zu untersuchende Flissigkeit an
den Ort der Untersuchung (21) bewegt, wel-
cher sich durch eine Absenkung des Dek-
kels (2) in Richtung des Substrates (1) der
Transportebene auszeichnet. Dort sind im
vorliegenden Beispiel drei ionenselektiven
Elektroden (14) als sensorische Elemente
angebracht, welche zur Herstellung eines di-
rekten Kontakts zur zu untersuchenden
Flissigkeit zusatzlich aus dem Deckel (2)
hervorstehen. Die Referenzelektrolytldsung
(20) wird in gleicher Weise durch ein ande-
res Septum auf das Substrat der Transpor-
tebene gebracht und unter die Referenz-
elektrode (15) bewegt. Beide Fliissigkeits-
volumina (19) und (20) kommen am Ort der
Untersuchung in Kontakt und sind somit lei-
tend verbunden, ohne das es zunachst zu
einer Durchmischung kommt. Nach erfolgter
Messung wird das vereinte Flissigkeitsvolu-
men durch eine Blende (16) in einen Abfall-
behalter (4) bewegt und dort in Form eines
Abfalltropfens (6) von einem Saugvlies (5)
aufgenommen.

Figur 3 zeigt eine Explosionszeichnung ei-
ner Vorrichtung entsprechend Figuren 1 und
2. Zu besseren lllustration wurde in dieser
Zeichnung das Substrat (1) der Transporte-
bene vom Deckel (2) getrennt. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit sind die im Deckel in-
tegrierten Elektroden am Ort der Untersu-
chung (21) und die zugehdrigen Leiterbah-
nen und Kontakte nicht dargestellt. In dieser
Figur ist deutlich zu sehen, dass das Sub-
strat (1) die Transportebene darstellt, auf
welcher die Flissigkeitsvolumina bewegt
werden und welches die Transducer-Ele-
mente (7) enthalt, welche die Krafte zum
Transport der Flussigkeitsvolumina (19)
bzw. (20) erzeugen. Funktionell davon ge-
trennt ist der Deckel (2) welcher die senso-
rischen Elemente am Ort der Untersuchung
(21) enthalt. Die beiden funktionell unter-
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schiedlichen Teile (1) und (2) der Vorrichtung
werden durch Verschlisse (13) miteinander
verbunden. Diese Verschlisse gewahrlei-
sten, dass das Substrat der Transportebene
und der Deckel funktionell voneinander ge-
trennt sind, d.h. sich in einem Abstand von-
einander befinden, in dem sie sich nicht
mafRgeblich in ihren jeweiligen Funktionen
gegenseitig beeinflussen. Insbesondere ist
der Abstand aufRerhalb des Ortes der Unter-
suchung so grof3, dass die Flissigkeitsvolu-
mina nur mit dem Substrat der Transporte-
bene in Kontakt stehen und sich auf diesem
unbeeinflusst von den sensorischen Ele-
menten im Deckel bewegen kénnen. Ande-
rerseits befinden sich die Flissigkeitsvolu-
mina an den Orten der Untersuchung mit
den sensorischen Elementen in engem Kon-
takt, ohne dass ein Transport gewlnscht
wird. Dieser Kontakt kann sowohl durch per-
manente als auch temporare Verringerun-
gen des Abstands zwischen Deckel bzw.
den sensorischen Elementen am Ortder Un-
tersuchung hervorgerufen werden.

Figur 4 zeigt eine erweitere Ausflihrungs-
form einer erfindungsgemafRen Vorrichtung,
wie sie in Figur 1 und 2 dargestelltist. In die-
ser Ausflhrungsform ist zusatzlich ein Rea-
genzbehalter (22) enthalten, welcher die Re-
ferenzelektrolytldsung enthalt. Uber eine
Dosiereinrichtung (24), beispielsweise ei-
nen piezoelektrischen Mikrodispenser, kann
das entsprechende Volumen der Referenz-
elektrolytlésung durch eine Dise (25) in die
geschlossene Vorrichtung eingebracht wer-
den. Analog kénnen auch andere Flussig-
keiten, beispielsweise Kalibrierldsungen
oder Reinigungslésungen in die Vorrichtung
eingebracht werden. Hierzu kénnen auch
mehrere Reagenzbehalter mit der Vorrich-
tung verbunden sein.

Figur 5 zeigt eine Schnittansicht einer Aus-
fuhrungsform einer erfindungsgemafen
Vorrichtung, welche zur Bestimmung von
Analyten, beispielsweise lonen, mit Hilfe von
Dickschichtelektroden (thick film electrodes)
geeignet ist. Der prinzipielle Aufbau der Vor-
richtung entspricht Figuren 1 und 2. Die Sen-
sorelektroden (14) und (15) sind in dieser
Ausfuhrungsform nicht als stiftférmige Elek-
troden ausgebildet, sondern in Form von
Dickschichtelektroden mit einer Dicke im Mi-
krometerbereich auf die Unterseite des Dek-
kels (2) aufgebracht. Die Kontaktierung der
Dickschichtelektroden (14) mit der zu unter-
suchenden Flissigkeitsprobe (19) bezie-
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Figur 6:
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hungsweise die Kontaktierung der Dick-
schichtelektrode (15) mit der Referenzelek-
trolytlésung (20) erfolgt in dieser Ausfih-
rungsform insbesondere durch ein raumlich
begrenztes Absenken des Deckels im Be-
reich des Ortes der Untersuchung (21). Hier-
zu sind in der vorliegenden Ausfiihrungs-
form bestimmte Bereiche (3) des Deckels
elastisch ausgebildet, so dass der Bereich
des Deckels, der die sensorischen Elektro-
den enthalt, zur Bestimmung des Analyten
auf das Substrat (1) der Transportebene zu-
bewegt werden kann und die Kontaktierung
zwischen den Dickschichtelektroden und
den Flussigkeitsvolumina erfolgen kann.
Solche elastischen Bereiche kdnnen bei-
spielsweise durch sogenannte Hart-/Weich-
SpritzgieRverfahren, wie sie in der Europai-
schen Patentschrift EP 0 779 226 beschrie-
ben sind, erhalten werden. In der vorliegen-
den Ausfliihrungsform erfolgt das Absenken
des sensorischen Bereiches (21) durch ei-
nen Schrittmotor (29), welcher (ber eine
Welle (26) im Bereich der sensorischen
Elektroden mit der Oberseite des Deckels
verbunden ist und so den sensorischen Be-
reich auf das Substrat der Transportebene
hin- beziehungsweise davon wegbewegen
kann. Dieser Bereich kann nach der Mes-
sung wieder vom Substrat der Transporte-
bene wegbewegt werden, um so einen Ab-
transport der Flussigkeiten in den Abfallbe-
halter (4) zu ermdglichen. In weiteren, nicht
dargestellten  Ausfuhrungsformen kann
auch der ganze Deckel auf die andere Ebe-
ne zur Bestimmung des Analyten zubewegt
werden oder die Dickschichtelektroden be-
finden sich an Bereichen des Deckels, die
permanent einen verringerten Abstand zum
Substrat der Transportebene aufweisen.

Figur 6 zeigt eine Schnittansicht einer Aus-
fihrungsform einer erfindungsgemafen
Vorrichtung, welche zur Durchfiihrung von
PCR-Reaktionen, insbesondere zur Bestim-
mung von Analyten mittels real time-PCR,
geeignet ist. Der prinzipielle Aufbau der Vor-
richtung entspricht Figuren 1 und 2, aller-
dings kénnen aufgrund der unterschiedli-
chen Nachweistechniken sensorische Elek-
troden und die entsprechenden Kontaktie-
rungen in dieser Ausfliihrungsform entfallen.
Stattdessen befinden sich im Deckel (2)
mehrere Heizelemente (9), welche auf un-
terschiedliche Temperaturen eingestellt
werden kénnen und welche die darunter be-
findliche PCR-Reaktionsgemische auf die
Temperatur einregeln, die fir den entspre-
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chenden Reaktionsschritt der PCR bendétigt
wird. Uberschiissige Warme kann mittels
Kihleinrichtungen, hier durch einen Lifter
(10) verwirklicht, abgefiihrt werden. Die
Warmeabgabe erfolgt vorzugsweise deckel-
seitig durch direkten Flussigkeitskontakt mit
zusatzlicher Durchmischung des Reaktions-
gemisches, doch sind auch Ausfiihrungsfor-
men denkbar, die ohne zusétzliche Durch-
mischung des Reaktionsgemisches oder mit
nicht direkter Warmeulbertragung oder mit
seitlicher oder bodenseitiger Warmeeinspei-
sung arbeiten. In der dargelegten Ausfuih-
rungsform befinden sich die Heizelemente
(9) in permanent abgesenkten Bereichen
(21) des Deckels, so dass der direkte Kon-
takt zum Reaktionsgemisch und damit ein
sehr schneller Temperaturaustausch nur an
diesen spezifischen Stellen erfolgen kann,
ohne dass andere Bereiche der Vorrichtung
dadurch GbermaRig erwarmt werden. Ana-
log zu den zuvor genannten Ausfiihrungen
sind jedoch die dort genannten Variationen
der Bauweise der Vorrichtung, insbesonde-
re temporar absenkbare Heizelemente,
ebenfalls mdglich. Das Reaktionsgemisch
wird zur Durchfiihrung der PCR in einer be-
stimmten Reihenfolge Uber die Transporte-
bene bewegt und kommt in den Bereichen
der Heizelemente mit diesen in Kontakt, so
dass dort die fir den jeweiligen Reaktions-
schritt nétige Temperatur erreicht wird. Fir
den nachsten PCR-Zyklus wird das Reakti-
onsgemisch wieder in die Anfangsposition
transportiert und die Schritte der unter-
schiedlichen Temperaturen werden erneut
durchlaufen. Der Nachweis des Analyten,
insbesondere einer spezifischen Nuklein-
saure, erfolgt in einer dem Fachmann be-
kannten Weise. In der dargestellten Vorrich-
tung erfolgt der Nachweis der Nukleinsauren
mittels  fluoreszenzoptischer Verfahren.
Hierbei wird das Anregungslicht (27) fir die
real time-PCR-Sonden von unten einge-
strahlt und das emittierte Fluoreszenzlicht
(28) wird auch von unten wieder vermessen.
Dies ist durch die vorliegende Bauform be-
dingt und insbesondere bei anderen Anord-
nungen der Heizelemente oder indirekter
Temperaturlibertragung oder dem Einsatz
transparenter Materialien kdnnen die Strah-
lengdnge auch anders verlaufen. Es ist wei-
terhin auch mdglich, die Heizelemente ring-
férmig zu gestalten, so dass die optische Be-
stimmung durch die Offnung in der Ringmitte
erfolgen kann.

Figur 7 zeigt eine erweiterte Ausfiihrungs-
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form einer erfindungsgemaRen Vorrichtung
am Beispiel einer Erweiterung von Figur 6,
mit welcher die Durchfiihrung von Wasch-
schritten in einer geschlossenen Vorrichtung
moglich ist. Hierzu werden die Stoffe, insbe-
sondere die Analyten, fiir welche ein Medi-
enwechsel durchgefiihrt werden soll, zu-
nachst in dem Fachmann bekannter Weise
an magnetische Partikel gebunden. An-
schlieRend wird das Flussigkeitsvolumen
mit den derartig behandelten Stoffen an ei-
nen bestimmten Ort innerhalb der Vorrich-
tung bewegt, welcher sich unterhalb eines
horizontal beweglichen Magneten (8) befin-
det. Wird der Magnet nun abgesenkt (in der
Figur dargestellt), erfahren die magneti-
schen Partikel und an die gebundenen Stof-
fe eine Anziehungskraft und werden durch
den Magneten an der Unterseite des Dek-
kels festgehalten. Das Flissigkeitsvolumen
kann nun wegtransportiert werden, ohne
dass die an die Magnetpartikel gebundenen
Stoffe ebenfalls wegtransportiert werden.
AnschlieBend kann ein anderes Fliissig-
keitsvolumen anderer Zusammensetzung
an diese Stelle bewegt werden. Wird nun der
Magnet wieder nach oben bewegt, nimmt
die magnetische Anziehungskraft zwischen
Magnet und den magnetischen Partikeln mit
den gebundenen Stoffen ab, so dass sich
die Stoffe wieder im neuen Flissigkeitsvolu-
men verteilen kdnnen. Nach diesem Wasch-
schritt kann nun das Flussigkeitssegment
weitere Reaktionsschritte durchlaufen, ins-
besondere wie sie im Zusammenhang mit
der Beschreibung von Figur 6 ausgefiihrt
sind.

Figur 8 zeigt eine Aufsicht auf eine Ausfiih-
rungsform einer erfindungsgemaRen Vor-
richtung, welche zur Bestimmung von Ana-
lyten mittels einer Viskositdtsmessung ge-
eignet ist. Der prinzipielle Aufbau der Vor-
richtung entspricht Figur 1. Die Verédnderung
der Viskositat des sich in Position (21) befin-
denden Reaktionsgemisches kann Uber die
Zeit mit Hilfe der Elektroden (30) mittels ei-
ner Bestimmung der Beeinflussung akusti-
scher Oberflachenwellen verfolgt werden,
wie es beispielsweise in WO 01/20781 be-
schrieben wird. Hieraus kann die Gerin-
nungszeit einer Probe bestimmt werden.
Nach der Reaktion wird ein Regenerations-
reagenz Uber die bevorzugten Bewegungs-
bahnen (18) geschickt. Auch dieses wird in
den Abfallbehalter transportiert. Die Vorrich-
tung ist so bereit fir eine weitere Messung.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in einer
Flissigkeit, wobei

a) ein zu untersuchendes Flissigkeitsvolumen
auf ein Substrat einer Transportebene aufge-
bracht wird,

b) das zu untersuchende Flissigkeitsvolumen
auf dem Substrat der Transportebene an einen
Ort der Untersuchung bewegt wird,

c) das zu untersuchende Flissigkeitsvolumen
am Ort der Untersuchung zusatzlich mit einem
sensorischen Element in Kontakt gebracht
wird, welches sich in einer dem Substrat der
Transportebene gegeniiberliegenden Nach-
weisebene befindet,

d) der Analyt im zu untersuchenden Flissig-
keitsvolumen durch das sensorische Element
bestimmt wird, dadurch gekennzeichnet,
dass das Flussigkeitsvolumen in Schritt b) aus-
schlieRlich mit dem Substrat der Transportebe-
ne in Kontakt steht.

Verfahren gemal Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet,

dass der Analyt direkt durch ein spezifisches sen-
sorisches Element bestimmt wird.

Verfahren gemafR Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet,

dass der Analyt indirekt durch eine spezifische
Nachweisreaktion oder Wechselwirkung am Ort der
Untersuchung bestimmt wird.

Verfahren gemafR Anspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet,

dass die Bestimmung des Analyten durch Einsatz
analytspezifischer Elektroden, insbesondere io-
nenselektiver Elektroden oder Gaselektroden,
durch amperometrische oder potentiometrische
Sensorelektroden oder durch direkte optische Ver-
fahren erfolgt.

Verfahren gemafl Anspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet,

dass die Bestimmung des Analyten indirekt durch
den Nachweis einer spezifischen Wechselwirkung
mit einem Bindungspartner oder einer spezifische
Reaktion des Analyten mit Nachweisreagenzien er-
folgt.

Verfahren gemaf einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet,

dass das Flissigkeitsvolumen mittels Verfahren,
welche auf akustischen Oberflachenwellen oder
Elektrowetting beruhen, bewegt wird.
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Verfahren gemaR einem der Anspriiche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet,

dass der Kontakt des sensorischen Elements mit
dem zu untersuchenden Flussigkeitsvolumen
durch eine permanent vorhandene Veradnderung
des Abstands des sensorischen Elements oder der
Nachweisebene von der Transportebene am Ort
der Untersuchung erzielt wird.

Verfahren gemaf einem der Anspruche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet,

dass zur Bestimmung des Analyten der Kontakt
des sensorischen Elements mit dem zu untersu-
chenden Flussigkeitsvolumen durch eine temporé-
re Verédnderung des Abstands des sensorischen
Elements oder der Nachweisebene von der Trans-
portebene.

Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten in einer
Flussigkeit, welche ein Substrat einer Transporte-
bene, Gber welches das zu untersuchende Flissig-
keitsvolumen von einer Probenauftragsstelle an ei-
nen Ort der Untersuchung bewegt wird, und minde-
stens ein sensorisches Element zu Bestimmung
des Analyten, welches sich in einer der Transpor-
tebene gegeniiberliegenden Nachweisebene befin-
det, enthalt,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Flissigkeitsvolumen wahrend der Bewe-
gung zum Ort der Untersuchung ausschlief3lich mit
dem Substrat der Transportebene in Kontakt steht
und nur zur Bestimmung des Analyten zusatzlich
mit dem sensorischen Element in Kontakt gebracht
wird.

Vorrichtung gemanR Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet,

dass in der Vorrichtung zuséatzliche Elemente inte-
griert sind, welche die fur die Bewegung der Flis-
sigkeitsvolumen nétigen Kréfte erzeugen und auf
das Flussigkeitsvolumen Ubertragen kénnen.

Vorrichtung geman einem der Anspriiche 9 oder 10,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Vorrichtung in einer geschlossenen Bau-
form ausgefiihrt ist, welche zusatzlich eine oder
mehrere Proben- oder Reagenzauftragezonen und/
oder einen Abfallbehalter aufweist.

Vorrichtung gemaR einem der Anspriiche 9 bis 11,
dadurch gekennzeichnet,

dass der Kontakt des sensorischen Elements mit
dem zu untersuchenden Flussigkeitsvolumen
durch eine permanent vorhandene Veradnderung
des Abstands des sensorischen Elements oder der
Nachweisebene von der Transportebene am Ort
der Untersuchung erzielt wird.
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Vorrichtung geman einem der Anspriiche 9 oder 11,
dadurch gekennzeichnet,

dass zur Bestimmung des Analyten der Kontakt
des sensorischen Elements mit dem zu untersu-
chenden Flissigkeitsvolumen durch eine tempora-
re Verdnderung des Abstands des sensorischen
Elements oder der Nachweisebene von der Trans-
portebene, insbesondere am Ort der Untersu-
chung, erzielt wird, vorzugsweise durch temporare
Annaherung des sensorischen Elements an das
Substrat der Transportebene.

Vorrichtung gemaf einem der Anspriiche 9 bis 13,
dadurch gekennzeichnet,

dass zum Nachweis des Analyten mittels moleku-
larbiologsicher Amplifikationsverfahren zusatzliche
temperierbare Bereiche in die Nachweisebene in-
tegriert sind und diese temperierten Bereiche der-
artig ausgestaltet sind, dass zur Temperaturanpas-
sung des Reaktionsgemisches der Kontakt des
temperierten Bereichs mit dem Reaktionsgemisch
durch

a) eine permanent vorhandene Veranderung
des Abstands der Nachweisebene von der
Transportebene in den temperierten Bereichen
oder

b) eine temporare Veranderung des Abstands
des temperierten Bereiches oder der gesamten
Nachweisebene von der Transportebene er-
zielt wird.
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