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(57) Abstract

The invention relates to a method for detecting analytes and
to a device for carrying out the method, for use for analysis or
diagnosis in the fields of chemistry, biochemistry, molecular genetics,
food chemistry, biotechnology, the environment and medicine. Marker
particles (5) with different electrical properties or a different relative
permeability to those of the measuring solution (3) surrounding them
are used to detect the analytes (8). The marker particles (5) either
bond specifically to the analytes (8) or to a base (2) in competition
with the analyte. The analytes (8) are detected by the changes in an
electrical field or an electrical current generated by electrodes (2) or in
an electrical voltage applied to an electrode or in a magnetic field, said
changes being caused by marker particles which have bonded with the
analytes or by marker particles which have instead bonded to the base
in an electrical field.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Ana-
lyten und eine Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens. Diese
werden zur Analytik oder Diagnostik im Bereich der Chemie, Bio-
chemie, Molekulargenetik, Lebensmittelchemie, Biotechnologie, im
Umweltbereich sowie in der Medizin eingesetzt. Zum Nachweis von
Analyten (8) werden Markerpartikel (5) verwendet, deren elektrische
Eigenschaften bzw. deren Permeabilititszahl von denjenigen der sie
umgebenden Messlosung (3) verschieden sind. Die Markerpartikel (5)
binden spezifisch an den Analyten (8) oder kompetitiv zum Analyten
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an eine Unterlage (2). Die Analyte (8) werden iiber die Anderungen eines von Elektroden (2) erzeugten elektrischen Feldes bzw. eines
elektrischen Stroms oder einer elektrischen Spannung an einer Elektrode oder eines magnetischen Feldes nachgewiesen, die von an ihnen
gebundenen Markerpartikeln (5) oder statt ihrer von an die Unterlage gebundenen Markerpartikeln in einem elektrischen Feld hervorgerufen

werden.
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Vorrichtung und Verfahren zum Nachweis von Analyten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von
Analyten und eine Vorrichtung zur Durchflhrung des

Verfahrens.

Solche Vorrichtungen und Verfahren, die im folgenden
auch mit dem beides beschreibenden Begriff des Assays
bezeichnet werden, dienen zur qualitativen und quan-
titativen Erfassung von spezifischen Bindungen zwi-
schen mindestens zwei Molekulen. Hierzu zahlt zum
Beispiel die Erfassung von Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkungen, Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung,
die Erkennung von Nukleins&uren, die Wechselwirkung
zwischen Oligonukleotiden und DNA sowie anderer mole-
kularer Wechselwirkungen. Verfahren und Vorrichtungen
dieser Art lassen sich zum Beispiel in der Chemie,
der klinischen Analytik, der pharmazeutischen Ent-

wicklung, der Umweltanalytik sowie bei Routinearbei-

PCT/EP98/07494
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ten der Molekularbiologie bis hin zur Sequenzierung

von Nukleins&uren einsetzen.

Eg ist bekannt, daR Immunoassays mit unterschiedli-
chen Detektionsmethoden durchgefiihrt werden. Hierzu
zadhlen radioaktive, fluoreszenz- und chemoluminis-
zenzgestlitzte sowie enzymatische Verfahren (C.P. Pri-
ce, D.J. Newman: Principles and Practice of Immunoas-
says, Macmillan Publicers Ltd., 1991 U.K.).

Bei einer besonderen Form von Immunotest kommt es
aufgrund von Antikoérper-Antigen-Bindungen zu einer
Agglutination von Latex-Partikeln, die beispielsweise
optisch nachgewiesen werden kann (J.M. Singer, C.M.
Plotz: The Latex Fixation Test, American Journal of
Medicine, Dec. 1965, pp. 888-892). Mit derartigen Ag-
glutinationstests koénnen unter Verwendung von Mikro-
spharen von 10 pm Durchmesser 10° Molekltile, von Mi-
krospharen mit einem Durchmesser von 1 pm 10° Molekli-
le und von Mikrosph&ren mit einem Durchmesser von 0,1
um 10** Molekiile nachgewiesen werden. Am Beispiel von
IgG (MW = 100,000) werden theoretische Empfindlich-
keiten von 10 fM, 10 pM bzw. 10 nM angegeben. Die
hochste Empfindlichkeit ergibt sich also bei relativ
grofen Mikrosphdren, deren Einsatz allerdings durch

ihr Sedimentationsverhalten begrenzt ist.

Weiterhin kd&énnen neuerdings Nukleinsauren, beispiels-
weise Oligonukleotide, RNA und DNA Uber derartige
Wechselwirkungen mittels der DNA-Mikrochip-Technolo-
gie nachgewiesen werden (Nature, Genetics, Vol. 14,
No. 4, Dec. 96, und D. Noble: DNA Sequencing on a
chip, Anal. Chemistry, Vol. 67, No. 5, March 1,
1995) . Hier wird allerdings die Chip-Technologie
nicht als elektrisches Mef3verfahren benutzt, sondern

sie dient als neues Syntheseverfahren und zur Erzeu-
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gung von Mikrostrukturen. Der eigentliche Detektions-
mechanismus ist optischer Art. Die Kombination aus
elektrischen Verfahren zur Synthese eines Liganden
und der optischen Markierung und Detektion ist jedoch

sehr aufwendig.

Nachteilig am Stand der Technik ist, daf® Nachweisver-
fahren auf radioaktiver Basis mit Strahlenschutz- und
Entsorgungsproblemen des dabei entstehenden radioak-
tiven Mulls behaftet sind. Bei enzymatischen Nach-
weismethoden, die eine elektrochemische Detektion der
Analyte ermdglichen, muf als zusdtzlicher Arbeits-
schritt eine chemische Reaktion mit einer Substanz

als chemisches Reaktionssubstrat erfolgen.

Bei allen im Stand der Technik bekannten Nachweisver-
fahren und Assays ist ein abschlieflender Waschschritt
ndtig, um vor der Detektion des Analyten uberschiissi-
ge Reaktanten zu entfernen, um unspezifische Signale

soweit wie moglich zu minimieren.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vorrichtung und
ein Verfahren zur Verfliigung zu stellen, das den Nach-
weis von Analyten auf rasche, einfache und genaue
Weise ermdglicht und bei dem auf einen Waschschritt

verzichtet werden kann.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafs durch die Merkmale

des Haupt- und Nebenanspruchs gelodst.

Werden Markerpartikeln mit elektrischen und/oder
elektrochemischen Eigenschaften, die sich von denen
ihrer Umgebung, der MefRldsung, unterscheiden in ein
elektrisches Feld gebracht, so wird hierdurch das

elektrische Feld gestdrt. Diese Stdrungen eines in

PCT/EP98/07494
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der MeRldsung erzeugten elektrischen Feldes kdnnen

einfach, rasch und sehr prazise bestimmt werden.

Das erfindungsgemdfe Verfahren beruht also auf einer
Nachweismethode, die als im Wesentlichen rein elek-
trisch angesehen werden kann. Daher weist es die fur
die Bestimmung von elektrischen bzw. elektrochemi-
schen Eigenschaften mdgliche sehr hohe Empfindlich-
keit bzw. Genauigkeit und folglich eine sehr niedrige

Nachweisgrenze bei hoher Empfindlichkeit auf.

Bei geeigneter Dimensionierung und/oder Positionie-
rung der Elektroden, die das elektrische Feld erzeu-
gen, wird das elektrische Feld nahezu ausschlieflich
von Markerpartikeln mit unterschiedlicher stofflicher
Zusammensetzung, unterschiedlichem spezifischem Wi-
derstand elektrischer Oberfl&chenladung oder unter-
schiedlicher Dielektrizitétskonstante beeinfluft, die
beispielsweise mit dem Analyten oder mit einer Unter-
lage d.h. als Unterlage geeignete Korper bzw. Mate-
rialien spezifische Bindungen eingegangen sind. Uber-
schiissige ungebundene Markerpartikel fihren zu keinem
Signal, so daR ein Waschschritt zur Entfernung unge-
bundener Markerpartikel aus der Meffldsung entfallen

kann.

Der MefRbereich des erfindungsgemafen Bio-Assays (Ver-
fahren und/oder Vorrichtung) kann durch Festlegung
der Elektroden- bzw. Unterlagenoberfldchen und durch
die Wahl der GroRe der Markerpartikel eingestellt

werden.

Das erfindungsgemife Verfahren und die erfindungsge-
maRe Vorrichtung kénnen zum Nachweis und zur Konzen-
trationsbestimmung beliebiger, Uber molekulare Wech-

selwirkungen erfaRbarer Analyten eingesetzt werden.
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7u diesen zahlen zum Beispiel die Wechselwirkungen
von Rezeptor-Ligand, Antikdrper-Antigen, Antikdérper-
Hapten, Antikdérperfragment-Antigen, Aptameren, Prote-
inen, Nukleins&uren, Oligonukleotiden, DNA sowie alle
molekularen Wechselwirkungen, bei denen mindestens
einer der molekularen Partner mit einem Markerparti-
kel markiert werden kann. Dies reicht bis hin zur
Wechselwirkung von Stoffen mit den Oberflachen ganzer
Zellen. Es ist prinzipiell méglich, alle bekannten
Immunoassay-Formate nach dem Stand der Technik zu

realisieren.

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen
folglich insbesondere darin, dafl eine rein elektri-
sche Nachweismethode mit all ihren Vorteilen in Bezug
auf Genauigkeit, Schnelligkeit und Sensitivitat ein-
gesetzt wird, und daft ferner bei Verwendung von sehr
kleinen Elektroden und Markerpartikeln vergleichbarer

GrdRe ein Einzelbindungsnachweis mdglich ist.

Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemafen
Verfahrens und der erfindungsgeméfien Vorrichtung wer-

den in den abhingigen Ansprichen gegeben.

Insbesondere im Nahfeld einer ein elektrisches Feld
erzeugenden Elektrode kann bereits die Anwesenheit
eines einzelnen Markerpartikels zu ausreichend hohen
Anderungen des elektrischen Feldes fihren. Weiter wvon
der Elektrode entfernte, nicht spezifisch gebundene
Markerpartikel flhren zu geringeren Beeintrachtigun-
gen des elektrischen Feldes, so daf bei geeigneter
Anordnung der Elektroden in der Nahe einer Unterlage
bzw. Ausbildung der Elektroden selbst als Unterlage
und bei geeigneter Konzentration der Markerpartikel
das gemessene Signal im wesentlichen nur von spezi-

fisch gebundenen Markerpartikeln beeinflufit wird. Da-
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durch kann dann auch ein Waschschritt zur Entfernung
von Uberschiissigen Markerpartikeln oder Analyten aus

der MeRldsung entfallen.

Bei Verwendung von Markerpartikeln deren Permeabili-
tatszahl sich von der Permeabilitatszahl der MefRlo-
sung unterscheidet, wobei ein magnetisches Feld an
bzw. in der MeRldsung erzeugt wird, kann der Nachweis
durch die Starke des magnetischen Feldes bzw. durch
deren von den Markerpartikeln verursachte Anderung

erbracht werden.

So kann beispielsweise ein Einzelbindungsnachweis an
einer Elektrode als Unterlage erfolgen, deren Ober-
flache in der gleichen Grdfenordnung liegt wie die
grdRte Querschnittsflache des Markerpartikels oder
sich zumindest nicht um mehrere Grofenordnungen un-
terscheidet. Damit koénnen hierfir Mikroelektroden
verwendet werden, die runde, quadratische, rechtecki-
ge, aber auch beliebige Form haben. Die Durchmesser
der Markerpartikel liegen zwischen einigen nm bis ei-

nigen pm, beispielsweise bei 10um.

301l das Binden mehrerer Markerpartikel meftechnisch
nachgewiesen werden, so koénnen grofere Elektroden
verwendet werden, an deren Oberfléche es zu einer
flachenhaften Belegung bis hin zu einer dreidimensio-
nalen Agglutination von Markerpartikeln kommt. Im Ge-
gensatz zu den flr den Stand der Technik angegebenen
Werten fiir Agglutinationstests sinkt die theoretische
Nachweisgrenze in Abhangigkeit vom Durchmesser der

Markerpartikel um mehrere GrofRenordnungen.

Dartiber hinaus kann der MeRbereich des Bio-Assays

durch Festlegung der Elektrodenoberfléachen zwischen
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dem Einzelbindungsbereich und dem Agglutinationsbe-

reich eingestellt werden.

Bei der Verwendung von nur einer Mikroelektrode oder
sehr wenigen Mikroelektroden (mit einer dazugehdérigen
Gegenelektrode) kénnen dann sehr geringe Analytkon-
sentrationen erfaf’t werden, wenn das die Mikroelek-
trode (n) umgebende MeRmedium ein nur geringes Volumen
mit einer begrenzten Anzahl von Markerpartikeln auf-

weist. Durch Verwendung einer sehr kleinen Proben-

“oder DurchfluRkammer in dexr GroRenordnung von pl kann

daher ein einfacher, praziser Einzelbindungsnachweis

realisiert werden.

Dies gilt insbesondere beim Nachweis von Analyten
durch deren spezifische Bindung an Markerpartikel in
einem DurchfluRmesssystem, wobei hier der Analytstrom
die gebundenen Markerpartikel durch ein von aulen
iber Elektroden angelegtes elektrisches Feld mit sich
nimmt . Die Verainderungen des elektrischen Feldes, die
sich als Anderungen des elektrischen Stromes bzw. dexr
Kapazitat zwischen den Elektroden in der Mefldsung
zeigen und die durch die Markerpartikel ausgeldst
werden, kénnen prazise erfaft werden. Bel entspre-
chend geringem Volumen des Durchflubereiches ist

auch hier ein Einzelnachweis moéglich.

Wird an die MeRldsung ein seine Polaritat wechselndes
elektrisches oder magnetisches Feld angelegt, so kann
durch die hierdurch hervorgerufene Bewegung elek-
trisch geladener oder magnetischer (paramagnetischer
oder diamagnetischer) Markerpartikel eine bessere
Durchmischung der Analyten und der Markerpartikel er-
zielt werden. Insbesondere eignen sich hierzu parama-
gnetische Markerpartikel, da ein erheblich geringeres

magnetisches Feld als bei diamagnetischen Markerpar-

PCT/EP98/07494



10

15

20

25

30

35

‘WO 99/27367

tikeln bendtigt wird. Durch eine derartige feldindu-
zierte Durchmischung kann die Genauigkeit und Repro-
duzierbarkeit jeglichen markergestitzten Nachweisver-
fahrens verbessert werden. Hierbei kénnen zu den Mar-
kerpartikeln mit immobilisierten Molekliilen auch sol-
che kommen, die keine Moleklule tragen. Diese zusatz-
lichen Markerpartikel verstarken den Durchmischungs-
effekt. Diese Durchmischung des Meffmediums kann zu-
sitzlich durch Einkoppelung von Ultraschall untexr-

stliitzt werden.

Weiterhin kénnen durch entsprechende elektrische oder
magnetische Felder derartige Markerpartikel zu ihren
Bindungsstellen auf der Unterlage aufgrund eines
elektrophoretisch oder magnetisch verursachten Trans-
portes bewegt werden oder nach beendeter Bindung der
Uberschuf an Markerpartikeln aus dem Umkreis der Un-
terlage entfernt werden. Durch diesen elektrophoreti-
schen oder magnetfeldinduzierten Transport der Mar-
kerpartikel zu ihren Bindungsplatzen hin werden die
in der MeRldsung vorhandenen Marker besser genutzt
und die Sensitivitat, die Nachweisgrenze und die Re-
produzierbarkeit sowie die Genauigkeit der erfin-
dungsgemafen Verfahren wird stark verbessert. Durch
den auf die Bindung der Markerpartikel an ihre Bin-
dungsstellen erfolgenden elektrophoretischen oder ma-
gnetfeldinduzierten Transport restlicher ungebundener
Markerpartikel von den Bindungsstellen weg, wird de-
ren Konzentration im Bereich der Unterlage und/oder
der Elektroden stark verringert. Aufgrund der Sensi-
tivitat der Elektroden fur Storungen, insbesondere in
ihrem Nahfeld, beeinflussen die freien Markerpartikel
die Messung nur noch unwesentlich. Ein besonderer
Waschschritt, der nach dem Stand der Technik bei vie-
len analytischen Verfahren, insbesondere Immuno-

Assays, notwendig ist, kann auch von daher entfallen.

PCT/EP98/07494
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Haben die nachzuweisenden Moleklile im Mefverfahren
und die molekiilbeladenen Markerpartikel elektrische
Ladungen mit unterschiedlichen Vorzeichen, so kann
beim Anlegen einer elektrischen Spannung der elektro-
phoretische Transport zunachst die geladenen Molekile
zu ihren Bindungsplatzen auf oder in der Umgebung der
Elektroden transportieren. Nach erfolgter Bindung an
den Bindungsplatzen werden durch Umpolung des elek-
trischen Feldes die molekiilbeladenen Markerpartikel
zu den Bindungsplatzen auf oder im Umfeld der Elek-
troden gebracht. Dieses Verfahren ist besonders vor-
teilhaft bei der Verwendung von Sandwich-Format-

Assays.

Der beschriebene, durch ein elektrisches oder magne-
tisches Feld induzierte gerichtete und der auf Durch-
mischung ausgerichtete wechselnde Transport elek-
trisch geladener bzw. magnetischer Partikel ist bei
allen markergestltzten, in Mefildésungen ablaufenden

Nachweisverfahren anwendbar.

Bei Anwendung inhomogener elektrischer Felder koénnen
auch ungeladene, jedoch polare Markerpartikel durch
das oben angegebene Verfahren gerichtet transportiert

oder gemischt werden.

Entsprechend eines Ausfihrungsbeispiels der Erfindung
wird eine Elektrode verwendet, vor der eine Blende
mit mindestens einer kleinen &ffnung angeordnet ist.
Die Blende ist dabei der Mefldsung zugewandt und es
wird tiber die Elektrode ein inhomogenes elektrisches
Feld erzeugt, dessen Feldlinien durch die kleine Off-
nung der Blende hindurchgehen. Die Markerpartikel
binden sich an bzw. in der Néhe der Oberflache der

Blende. Die mit dieser Ausfihrungsform erzielten Vor-
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teile bestehen insbesondere darin, dafs zur Erzeugung
eines inhomogenen elektrischen Feldes keine Mikro-
elektrode mit einem Durchmesser im um-Bereich und
kleiner erzeugt werden muf, da die Blenddffnung aus-
schlaggbend fur das elektrische Feld ist. Die Her-
stellung der Mikroelektroden ist zwar bekannt, aber
aie erfordert einen aufwendigen technologischen Pro-
se mit hohen Kosten. Bei der Verwendung einer Blende
vor einer Makroelektrode sind die technologischen An-
forderungen bei der Elektrodenherstellung nicht so
hoch, so daf die erfindungsgemafie Vorrichtung mit ge-
ringen Kosten herzustellen ist. Es konnen somit Mefs-
vorrichtungen mit Einzelelektroden oder Elektroden-
arrays als Einmalartikel mit geringen Kosten herge-

stellt werden.

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, daf3
der Strom der durch die kleine Blenden®6ffnung hin-
durch zur Gegenelektrode in der MefRldsung flief’t, an
der Elektrode nur eine sehr kleine Stromdichte verur-
sacht. Im Vergleich zur Verwendung einer Mikroelek-
trode ist in diesem Falle die Stromdichte um das Ver-
haltnis von Querschnittsflache der Blendendffnung und
Elektrodenfliche kleiner. Dies hat zur folge, dafs An-
derungen des elektrischen Widerstandes hauptsachlich
durch partikelinduzierte Feldstdrungen verursacht
werden und der EinfluR von elektrochemischen Elektro-
denreaktionen ist weitgehend vernachléssigbar. Auf
diese Weise konnen die Messungen genauer durchgefihrt

werden.

Entsprechend einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel der
vorliegenden Erfindung wird die Messung des Nachwei-
ses der durch die Markerpartikel verursachten Stérun-
gen des elektrischen Feldes in der MeRldésung mit ei-

nem potentiometrischen Verfahren durchgefihrt, wobei

PCT/EP98/07494
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dag elektrische Feld an der Oberflache einer Elektro-
de durch Potentialbildungsvorgange an der Grenzflache

zwischen MeRldsung und Elektrode gebildet wird.

Die Vorteile dieser Ausflihrungsform bestehen insbe-
sondere darin, daR gleichfalls Elektroden mit grdfe-
rem Durchmesser bzw. grdfRerer Flache verwenden werden
kénnen. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dafs die
potentialbildenden Vorgange an der Oberflache einer
potentiometrischen Elektrode in Abstanden von dieser
Elektrode auftreten, die in der gleichen Grofdenord-
nung liegen wie die Durchmesser von Markerpartikeln.
Auf diese Weise kdnnen Markerpartikel im nm-Bereich

bis in den pm Bereich verwendet werden.

Wichtig fliir die Anwendung bei einem potentiometri-
schen MeRverfahren ist, daf die Markerpartikel im
fllissigen Mefmedium an ihrer Oberfl&che eine deutlich
andere elektrische Ladung und/oder Potentialdifferenz
aufweisen, als die ionenseleketive Elektrode selbst.
Dies ist eine glUnstige Voraussetzung bei einem poten-
tiometrischen Nachweis fiir das Anbinden von Marker-

partikeln.

Es ist sowohl bei dem amperometrischen als auch bei
dem potentiometrischen Nachweisverfahren zusatzlich
mdglich, die Potentialverhdltnisse an der Oberflache
der Markerpartikel dadurch zu beeinflussen, daf? die
Markerpartikel mit Ionophoren dotiert sind, wie dies
auch bei ionenselektiven Membranen der Fall ist.
Hierbei sollten andere Ionophone verwendet werden,
als in der ionenselektiven Membran, die zum Nachweis
der gebundenen Markerpartikel dient. Ebenso ist es
mdglich, Markerpartikel an der Oberflache mit einer

diinnen Metallschicht zu versehen.
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Sowohl bei der amperometrischen als auch bei den po-

tentiometrischen Nachweisverfahren kann der Nachweis

von Analyten in einem Zweischrittprozeff erfolgen, der

den Markerpartikeltransport und dann die Bindung an

die Elektrode beinhaltet. Wie beschrieben, kdnnen

hier elektrophoretischer und magnetischer Markerpar-

tikeltransport verwendet werden.

Ausfihrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeich-

nung dargestellt und werden in der nachfolgenden Be-

schreibung n&her erl&utert. Es zeigen:

Fig. 1
Fig. 2
Fig. 3
Fig. 4
Fig. 5

das elektrische Strémungsfeld in der Umgebung

einer Mikroelektrode

a) sphé&rische Mikroelektrode
b) planare Mikroelektrode
c) planare Mikroelektrode mit Markerpar-

tikeln im Strémungsfeld
Elektrophoretischer Markerpartikel-Transport
a+b) zur Mikroelektrode bzw.

c) von der Mikroelektrode weg

Makroelektrode mit agglutinierten Markerpar-
tikeln

DurchflufRzelle mit zwei Mikroelektroden,

a) ohne Markerpartikel
b) mit einem Markerpartikel und
c) mit zwei gebundenen Markerpartikeln

Immunoassayformate
a) und b) Antigennachweis
c) und d) Antikdrpernachweis

a) und c) Sandwich-Verfahren und
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b) und d) kompetitive Verfahren

Immunoassay nach Fig. 5 a) mit zusatzlicher
Membran

Immunoassayformate im Durchflufiverfahren

a) und b) Antigennachweis

c) und d) Antikdérpernachweis
a) und c) Sandwich-Verfahren
b) und d) kompetitive Verfahren

DNA-Sonde mit Antikdérperwechselwirkung

DNA -Sonde

DNA-Sonde nach dem Sandwich-Prinzip

Immuno-Assay-Array

Querschnitt durch ein Immuno-Assay-Array

Mikrocontainment -Assay

Bio-Assay auf der Basis von Interdigital-

strukturen

Modifiziertes Assay nach Fig. 14

Modifiziertes Assay nach Fig. 14

MefRschaltung flir Assays nach Fig. 14 bis 16

Immunoassay-Teststabchen

Bioassay fur ganze Zellen
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weitere Ausfihrungsformen von Immunoassayfor-

mate

weitere Ausfihrungsformen von Immunoassayfor-

mate

weitere Ausflhrungsformen von Immunoassayfor-

mate

schematisch eine Darstellung der Bindung im

magnetischen Wechselfeld,

eine schematische Darstellung einer Elektrode
und einer Blende mit elektrischen Strdémungs-
linien ohne gebundene Labelpartikel und mit
einem in der Nahe der Blendendffnung gebunde-

nen Labelpartikel,

eine schematische Darstellung einer Elektro-
den- und Blendenanordnung in Pipettenausfih-

rung,

eine Elektroden- und Blendenanordnung in

planarer Schichtbauweise,

eine Elektroden- und Blendenanordnung in
planarer Schichtbauweise nach einer weiteren

Ausfihrungsform,

eine Elektroden- und Blendenanordnung in
planarer Schichtbauweise mit zwei Elektroden

und entsprechenden Blenden,

eine Elektroden- und Blendenanordnung in

planarer Schichtbauweise mit einer Gegenelek-
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trode,

eine weitere Ausfihrungsform einer Blende

eine schematische Darstellung einer potentio-
metrischen Elektrode mit gebundenen Marker-

partikeln,

eine Realisierung von zwei potentiometrischen
Elektroden auf einem planaren Trager fir eine

Differenzmessung,

eine Elektrodenanordnung mit integriertem
Flief3kanal,

eine Elektrodenanordnung mit integrierter

Fliefmatrix, und

eine elektrische Schaltung mit einer poten-
tiometrischen Elektrode sowie gegen- und Be-

zugselektroden.

Der Mechanismus des Bindungsnachweises ist in Figur 1

nadher beschrieben.

In Fig. 1 a) ist die Umgebung einer Mikroelektrode

gezeigt. Hierin ist 1 ein isolierender Tréager, auf

dem eine spharische Mikroelektrode 2* angeordnet ist.

7wischen dieser Mikroelektrode 2* und einer nicht

dargestellten Gegenelektrode wird eine elektrische

Spannung angelegt. Beide Elektroden werden von einem

flissigen MeRfmedium 3 umspilt. Von der unter Spannung

stehenden Mikroelektrode 2* gehen elektrische Feldli-

nien 4 aus.
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In Figur 1 b) und 1 ¢) ist der Mechanismus eines Bin-
dungsnachweises gezeigt. Die planare Mikroelektrode 2
hat quadratische Form mit einer Kantenlange von 3 um.
Die Elektrode ist mit Hilfe bekannter Dinnschichtver-
fahren auf einem isolierenden Trager 1, der aus Glas
besteht, hergestellt worden. Das Material des Marker-
partikels ist z.B. $i0,, und der Durchmesser betragt

2 ym.

Im waRrigen Mefmedium wird die spezifische Leitféhig-

keit wie folgt beschrieben:
K&:}ZZfolrzolLo(ji Gleichung 1

Hierin sind z, die Ladungszahl, p die Beweglichkeit
und C die Konzentration der Ionen. F steht flr die

Faraday-Konstante.

Die Zusammenhinge zwischen elektrischer Stromdichte,
elektrischer Feldstarke und Spannungsabfall zwischen
Mikroelektrode und flissigem Mefmedium stellen sich

vereinfacht wie folgt dar:

An einer halbkugelférmigen Mikroelektrode ergibt sich
ein Zusammenhang zwischen der Stromdichte J und dem

elektrischen Strom I gemdf Gleichung 2.

J= Gleichung 2

Hierin ist r der Abstand vom Mittelpunkt der Mikro-
elektrode in das Mefmedium hinein. Fir die elektri-
sche Feldstarke E gilt mit der spezifischen Leitfa-
higkeit K des MeRmediums die Gleichung
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1
E=—eJ Gleichung 3
K

Fir den Spannungsabfall zwischen der Elektrodenober-
flache und dem flissigen Mefmedium ergibt sich in Ab-

hangigkeit vom Radius r

f I (1 1
U, = IEU?=———-———— Gleichung 4
. 2nx\r, 1

Flir eine planare Mikroelektrode gemaf Fig. 1 D)
folgt:

U,' = U, « kmit k » 0,6 Gleichung 5

Fur den Abstand r = 2r, ergibt sich

U. (r = 2r,) = 0,5 U(r — ) Gleichung 6

s (o]

Dies bedeutet, daf® bereits in einem Abstand von einem

Elektrodendurchmesser die Spannung um 50 % abgefallen

ist.

Eine Stdrung des elektrischen Feldes in direkter Um-
gebung der Mikroelektrode 2* fuhrt damit zu einer
starken Veranderung des elektrischen Feldlinienver-

laufes.

In Abb. 1 c) ist ein Markerpartikel (Labelpartikel) 5
gezeigt, das Uber eine Bindung 6 an eine Mikroelek-
trode 2 als Unterlage gebunden ist. Das durch das
Markerpartikel 5 stark gestorte elektrische Stro-
mungsfeld 4 wirkt sich in einer starken Anderung des
mefRbaren elektrischen Widerstandes zwischen der Mi-

kroelektrode 2 und einer Gegenelektrode aus, die sich
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ebenfalls im waRBrigen Mefmedium 3 befindet, aber

nicht dargestellt ist.

Der elektrische Widerstand kann mit Hilfe von Gleich-
oder Wechselspannungen mit Werten von einigen 10 mV

bis wenigen Volt, vorzugsweise im 100mvV-Bereich, und
die elektrische Kapazitdt kann mit Hilfe von Wechsel-
spannungen mit Frequenzen von wenigen Hz bis einigen

MHz, vorzugsweise im kHz-Bereich, gemessen werden.

wird das Binden von Markerpartikeln 5 im elektroden-
nahen Raum durch Messung des elektrischen Widerstan-
des bzw. der elektrischen Kapazitat zeitaufgeldst re-
gistriert, so kann eine gquantitative Messung auf dy-
namischem Wege durch Auswertung der Signal-Zeit-
Funktion erfolgen, da deren erste Ableitung ein Maf

fir die Analytkonzentration ist.

Die molekulare Wechselwirkung der Markerpartikel 5
mit der Unterlage wird weiterhin durch Transport von
Markerpartikeln 5 in einem elektrischen Feld unter-
sttitzt, sofern die Markerpartikel 5 selbst elektrisch

geladen sind. Dies kann wie folgt beschrieben werden.

Im elektrischen Feld E, das zwischen zwei Elektroden
durch Anlegen einer elektrischen Spannung im wafrigen
MeRmedium erzeugt wird, wird auf ein elektrisch ge-

ladenes Markerpartikel 5 eine Kraft F ausgeulbt:

F =2 QeE Gleichung 7
Hierin ist Q die Ladung der Ionen.

Aufgrund dieser Kraftwirkung bewegen sich die elek-

trisch geladenen Markerpartikel 5 mit einer Geschwin-

digkeit v im elektrischen Feld E:
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v =pu - E Gleichung 9

Die Geschwindigkeit der Marker Partikel (v) ist also
proportional zur elektrischen Feldstarke E. Diese
Proportionalitat wird durch die Beweglichkeit u be-

schrieben:

u o= Ké, Gleichung 10

Die Beweglichkeit p ist dabei abhdngig von der Art

des MefRmediums sowie der ARt der Markerpartikel.

Dies bedeutet, daf sich die Markerpartikel aufgrund
ihrer eigenen elektrischen Ladung im elektrischen
Feld bewegen. Befinden sich dariber hinaus elektrisch
geladene Moleklile an der Oberfléache der Markerparti-
kel, so bestimmt die Eigenladung des Markerpartikels
auf jeden Fall dann die Richtung des feldinduzierten
Transports, wenn der Betrag der Eigenladung grofder
ist als der Betrag der Ladungen der an der Oberflache
gebundenen Moleklle. Weist die Ladung der gebundenen
Moleklile gleiche Polaritat wie die Markerpartikel-
Eigenladung auf, so wird der Transport durch Zunahme
der Geschwindigkeit gestarkt. Bei entgegengesetzten

Ladungen wird die Geschwindigkeit verringert.

In Fig. 2 ist der oben in der Theorie beschriebene
elektrophoretische Transport von elektrisch geladenen
Markerpartikeln 5 dargestellt. Aufgrund einer zwi-
schen einer Mikroelektrode 2 und einer nicht darge-
stellten Gegenelektrode angelegten elektrischen Span-
nung von beispielsweise 500mV bewegen sich die Mar-
kerpartikel 5 in Richtung auf die Mikroelektrode zu,

da elektrische Krafte F, auf die Partikel einwirken
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(Fig. 2 a). Nach Anndherung (Fig. 2b) der Markerpar-
tikel 5 an die Mikroelektrode 2 kann es zu einer bin-
denden Wechselwirkung 6 mit der als Unterlage ausge-
bildeten Elektrode 2 kommen (Fig. 2c). Nach Umkehrung
des elektrischen Feldes wirken die elektrischen Kraf-
te F, in entgegengesetzter Richtung, so daf’ die nicht
gebundenen Markerpartikel 5 von der Mikroelektrode 2
wieder entfernt werden (Fig. 2c). Auf diese Weise er-
folgt durch elektrophoretischen Transport ein Pseudo-
Waschschritt. Fur die Markerpartikel 5 kommt eine
Auswahl von Materialien mit unterschiedlichen Ladun-
gen in Frage, die sich fur elektrophoretischen Trans-

port eignen.

Ein Transport von paramagnetischen oder diamagneti-
schen Markerpartikeln kann auch in einem magnetischen
Feld erfolgen, wobei im Falle diamagnetischer Mar-
kerpartikel das magnetische Feld inhomogen zu sein
hat.

Das der Erfindung zugrundeliegende Wirkprinzip von
Markerpartikel-Nachweis und -Transport kann als ein
durch Markerpartikel (Labelpartikel) induzierter Fel-
deffekt (label induced field effect, LIFE) bezeichnet

werden.

In Figur 3 ist ein Bio-Assay fur den Nachweis hdherer
Analytkonzentrationen dargestellt. Damit das Binden 6
mehrerer Markerpartikel 5 mit Durchmessern von ca. 1
pm meRtechnisch nachgewiesen werden kann, werden auf
einem isolierenden Trager 1 z.B. aus Glas groftere
Elektroden 2* verwendet, an deren Oberflache es zu
einer flachenhaften Belegung bis hin zu einer dreidi-
mensionalen Agglutination von Markerpartikeln kommt.
Die Elektrode hat z.B. eine rechteckige Form mit den

Abmessungen von 10 x 50 pm.

PCT/EP98/07494
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Der MefRbereich fir hdhere Analytkonzentrationen kann
Agglutinationsbereich genannt werden. Um eine Agglu-
tination von Markerpartikeln zu vermeiden, die sich
noch frei im MefRmedium bewegen, kann auch hier die
Messung durch einen elektrophoretischen Marker-Trans-

port zur Elektrode hin unterstatzt werden.

Fig. 4 zeigt eine Durchflufzelle aus Kunststoff mit
zwel gegeniiberliegenden Mikroelektroden 27, 27>, die
- .B. aus Platin bestehen und auf Trégermaterialien 7

aufgebracht sind. Der Fluf ¢ eines Meffmediums 3 be-

wegt Analytmolekiile und Markerpartikel 5 durch die
Durchfluf3zelle. Der Abstand der Mikroelektroden 27,

2> betragt 50 pm und die Elektrodenflache jeweils 5
pm x 5 pm. In Fig. 4 a) ist die DurchflufRzelle ohne
Markerpartikel, in Fig. 4 b) mit einem Markerpartikel
5 und in Fig. 4 c) mit zwei untereinander gebundenen
Markerpartikeln 5 dargestellt. Aufgrund des durch die
Markerpartikel 5 gestdrten elektrischen Stroéomungsfel -
des kann durch Messung des elektrischen Widerstandes,
bzw. der komplexen Admittanz, die Anwesenheit einer
oder mehrerer Markerpartikel 5 zwischen den Mikro-

elektroden 2°, 2”7 nachgewiesen werden.

In Fig. 5 sind vier Immunoassay-Formate nach dem

LIFE-Prinzip dargestellt.

Fig. 5a) zeigt ein Immunoassay zum Antigennachweis
nach dem Sandwich-Prinzip. Auf einer Elektrode 2 sind
Antikdrper 9' immobilisiert. Von den Antigenen 8
tritt ein Antigen 8% in Wechselwirkung mit einem im-

mobilisierten Antikdrper 9' auf der Elektrode 2. Ein

Antikdrper 9 der auf einem Markerpartikel 5 immo-

bilisiert wurde, tritt in Wechselwirkung mit dem An-

tigen 8%, so daR sich ein Sandwich bildet. Die elek-
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trodennahe Position des Markerpartikels 5 wird durch
markerinduzierten Feldeffekt elektrisch bzw. elektro-

chemisch nachgewiesen.

Fig. 5 b) zeigt ein kompetitives Immunoassay-Format
fiir den Antigennachweis. An den auf einer Mikroelek-
trode 2 immobilisierten Antikdrpern 9' konkurrieren
Antigene 8 mit auf den Markerpartikeln 5 immobili-
sierten Antigenen 8''. Im gezeigten Beispiel kommt es
zu einer Bindung zwischen einem immobilisierten Anti-
gen 8''* eines Markerpartikels 5 und einem auf der

Mikroelektrode 2 immobilisierten Antikdérper (9'7).

Fig. 5 c) zeigt entsprechend ein Immunoassay-Sand-
wichformat fiir den Antikérpernachweis und Fig. 5 d)
entsprechend ein kompetitives Format fir den Antikdr-
pernachweis. Eine genaue Beschreibung wird zur Ver-
meidung von Wiederholungen der Erlauterungen zu Fig.

5 a) und 5 b) weggelassen.

Auch ist es mdéglich, die Messung - z.B. nach Figur 5a
- mit Hilfe von zwei Elektroden durchzufihren, von
denen auf einer Elektrode z.B. Antikdérper immobili-
giert sind und die andere Elektrode freibleibt. Wer-
den nun die Widerstadnde oder Kapazitaten beider Elek-
troden gegen eine Referenzelektrode gemessen, SO kann
die guantitative Erfassung der Analytkonzentration
aus der Signaldifferenz beider Elektroden bestimmt
werden. Auf diese Weise lassen sich Effekte eliminie-
ren, die durch unspezifische Bindung von Moleklilen

hervorgerufen werden.

In einem weiteren Ausfihrungsbeispiel zeigt die Fig.
6 in Anlehnung an Fig. 5 a) ein Immunoassay-Format
vom Sandwich-Typ. Zusatzlich zur Darstellung in Fig.

5 a) ist hier eine Membran 10 Uber einer Mikroelek-
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trode 2 angeordnet. Diese Membran besteht z.B. aus
Nitrozellulose oder aus Nylon. In der Membran 10 sind
Markerpartikel 5 mit immobilisierten Antik&érpern 9'!
lokalisiert und beweglich. Der Nachweis von Antigenen
8 kann nun auf einfache Weise dadurch erfolgen, daf
ein fltissiges MeRmedium 3 auf die Oberflache der Mem-
bran 10 aufgebracht wird. Diese Membran kann als
funktionelle Schicht ausgebildet sein und Funktionen
Ubernehmen, die z.B. aus dem Bereich der Immunfiltra-
tion bekannt sind. Das Medium erfdhrt in dieser Mem-
bran eine Filtration und/oder eine Konditionierung.
Der Nachweis der Sandwichbildung erfolgt wie im Bei-

spiel nach Fig. 5 a) beschrieben.

Es ist aber auch mdglich, die Elektroden mit Membra-
nen zu bedecken, die von Mikropartikeln nicht durch-
drungen werden kénnen. Hierbei werden die molekularen
Bindungspartner nicht auf der Elektrode selbst, son-
dern auf der freien Membranoberflache immobilisiert,
an der sie auch in Wechselwirkung mit dem molaren

Bindungspartner der Markerpartikel treten.

In Fig. 7 sind die verschiedenen Immunoassay-Formate
fiir eine Durchflufimefizelle mit Mikroelektroden 27, 277
gezeigt. Fig. 7 a) zeigt die Immobilisierung von An-
tikdrpern 9'' auf Markerpartikeln 5, an die fur die
Antikérper 9'' spezifische Antigene 8 gebunden sind.

Uber Antigene 8 kommt es auch zur Agglutination

zweier Markerpartikel 5. In Fig. 7 b) konkurrieren
Antigene 8 mit einem Markerpartikel 5, das mit Anti-
genen 8'' versehen ist, um die Bindungsstellen auf
einem Markerpartikel 5, das mit Antikdérpern 9'' ver-
sehen ist. In Fig. 7 c¢) und Fig. 7 d) sind die ent-
sprechenden Formate fur den Nachweis von Antikdrpern
dargestellt. Die elektrische Messung erfolgt gemafd
dem Beispiel nach Fig. 4.
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In Fig. 8 ist eine DNA-Sonde dargestellt. Fig. 8 a)
zeigt ein Markerpartikel 5 und eine DNA 11 in einer
MeRldsung. Auf einem Markerpartikel 5 wird die DNA 11
immobilisiert (Fig. 8 b). Anschlieflend kommt es zu
einer Hybridisierung von DNA 11'' und RNA 12 aus dem
MeRmedium (Fig. 8 ¢, d). Im n&chsten Schritt (Fig.
8e) kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen dem
DNA-RNA-Hybrid und einem immobilisierten Antikdrper
9', so dafl der Markerpartikel 5 mikroelektrodennah

lokalisiert und elektrisch nachweisbar ist.

In Fig. 9 ist eine DNA-Sonde ohne immobilisierte An-
tikdérper dargestellt. Ein DNA-Molekul 11 wird auf ei-
nem Markerpartikel 5 immobilisiert (Fig. 9 a). An-
schlieRend an die Bindung der DNA 11 an das Marker-
partikel 5 erfolgt eine Hybridisierung mit einem auf
der Mikroelektrode 2 immobilisierten RNA-Strang 12'
(Fig. 9 b), und es kommt zu einer phasengrenznahen
Lokalisierung des Markerpartikels 5 (Fig. 9 c). In
diesem Beispiel kdnnen RNA- gegen DNA-Molekiile ausge-

tauscht werden und umgekehrt.

Die Fig. 10 zeigt ein DNA-Assay vom Sandwich-Typ. Auf
einer Mikroelektrode ist ein DNA-Sonden-Molekil 13

immobilisiert (Fig. 10A). Ein DNA-Molekil 11 aus dem
MeRmedium tritt in Wechselwirkung mit dem Sondenmole-
kil 13 (Fig. 10 b). Nach Hybridisierung der Moleklle

13 und 11 zu einem Hybrid (11", 13")kommt es zu einer

Wechselwirkung mit einem Reporter-Sonden-Molekil 14,
das auf einem Markerpartikel 5 immobilisiert ist
(Fig. 10 c¢). Durch diese Hybridisierung kommt es zu
einer mikroelektrodennahen Lokalisierung des Markerp-
artikels 5 (Fig. 10d). Die mefitechnische Erfassung

erfolgt wie in den vorangegangenen Beispielen be-

PCT/EP98/07494
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gchrieben. Auf diese Weise lassen sich z.B. DNA-Son-

den-Arrays zu Sequenzierung aufbauen.

In der Fig. 11 ist ein Ausschnitt eines Mikroelektro-
den-Arrays dargestellt. Auf einem isolierenden Trager
1 ist eine Vielzahl von Mikroelektroden 2 realisiert.
In der Fig. 11 sind drei Mikroelektroden dargestellt.

Auf den Mikroelektroden sind Antikdrper unterschied-
lichen Typs 9', 9°', 9'' immobilisiert (Fig. 11 a).
Zu den Antikodrpern 9' passen Antigene 8. Zu den Anti-

kédrpern 9°' passen Antigene 8°. Treten die genannten
Antigene 8, 8° mit den Antikérpern 9', 9°' in Wech-
selwirkung, die auf den verschiedenen Mikroelektroden
immobilisiert sind, so kann sich durch Anlagerung
entsprechender Antikorper, die auf Markerpartikeln
immobilisiert sind, jeweils ein Sandwich bilden (Fig.
11 b). Die Sandwichbildung kann dadurch unterstutzt
werden, daf bei Verwendung geladene Markerpartikel
diese durch Anlegen einer elektrischen Spannung zwi-
schen den Mikroelektroden 2 und einer nicht darge-
stellten auReren Referenzelektrode elektrophoretisch
in Richtung der Mikroelektroden bewegt werden (Fig.
11 a) und b). Nach Sandwichbildung (Fig. 11 b) wird
der elektrophoretische Transport durch Umpolung der
elektrischen Spannung und der Kraft F umgekehrt, so
daR die nicht gebundenen Markerpartikel von den Mi-
kroelektroden weg bewegt werden (Fig. 11 c¢). Auch
dies ist ein Pseudo-Waschschritt. Die Erfassung der
im Sandwich gebundenen Markerpartikel erfolgt auf
elektrische Weise, wie in den vorangegangenen Bei-
spielen beschrieben. Der elektrophoretische Markerp-
artikel-Transport kann auch durch einen magnetisch
induzierten Transport paramagnetischer Markerpartikel

ersetzt werden.
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Auf gleiche Weise kann mit solchen Arrays ein DNA-
Chip-Assay realisiert werden, das fuUr eine Sequenzie-
rung durch Hybridisierung verwendet werden kann.
Hierbei werden anstelle der Antikdérper bzw. Antigene
DNA-Sonden eingesetzt, wie dies in den Figuren 8 bis
10 dargestellt ist.

In Fig. 12 ist ein Ausschnitt aus einem planaren Mi-
kroelektroden-Array dargestellt. Ein Trager 1 besteht
aus Glas. Eine Mikroelektrode 2, eine Leiterbahn 17
sowie ein elektrischer Kontakt 15 bestehen aus Platin
und wurden durch ein gingiges Dinnschichtverfahren
hergestellt. Die flr ein solches Bio-Assay verwende-
ten Medien (Markerpartikel, Antikdrper usw.) sowie
das MeRmedium konnen auf die Mikroelektrode aufge-

bracht werden.

Ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel ist in Fig. 13 dar-
gestellt. Als Ausschnitt aus einem grdReren Array ist
eine spiegelsymmetrische und daher nur einseitig mit
Bezugszeichen versehene Struktur mit zwei Mikroelek-
troden 2% dargestellt. Ein Trager 1 fur die Mikro-
elektroden 2 besteht aus einem dreidimensional
strukturierbaren Material. Hierftr 1l&8t sich insbe-
sondere Silizium einsetzen, das durch bekannte aniso-
trope Atzverfahren dreidimensional strukturiert wird.
An der Oberfliche ist das Silizium elektrisch iso-
liert. Hierfiir werden SiO,-Schichten an der Silizium-

oberflache durch thermische Oxydation erzeugt.

Zusatzlich kann eine Si,N,-Schicht tber der SiO,-
Schicht durch CVD-Verfahren abgeschieden werden. Mit
Hilfe eingeflihrter Dunnschichtverfahren kann ein Me-
tallfilm auf der Trageroberflache abgeschieden und
strukturiert werden. Dieser Metallfilm besteht aus

Platin. Nach der Strukturierung ergibt sich eine Mi-
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kroelektrode 2%, die Uber eine Leiterbahn 17 mit ei-
nem elektrischen Anschlufkontakt 15 verbunden ist.
Die Leiterbahn 17 ist mit einer elektrischen Isola-
tionsschicht 16 bedeckt, die z.B. aus einem Polymer-
material besteht. Die Mikroelektrode 2* befindet sich
in einer pyramidenartigen Vertiefung, die als Con-
tainment 18 bezeichnet werden kann. Die Containments
18 dienen einerseits zur Aufnahme des zu immo-
bilisierenden Materials, andererseits dienen sie zur
Aufnahme der Probe. Der Betrieb eines solchen Arrays
kann auf gleiche Weise erfolgen wie im Beispiel nach
Fig. 11 und 12.

In Fig. 14 ist eine einfache Struktur fiar eine Vor-
richtung nach der Erfindung als Bio-Assay abgebildet.
Auf einem Trager 1 sind zwei Interdigitalstrukturen
19 und 19' realisiert (Fig. 14 a). Die gezeigten Fin-
gerstrukturen sind nicht mafstablich dargestellt. Die
Fingerbreiten und die Abst&nde zwischen den Fingern
betragen typisch wenige pm. Damit ist die Bedingung
einer kleinen Elektrodenoberfléche fliir den Nachweis
von nur wenigen gebundenen Markerpartikeln gegeben.
Die Interdigitalstrukturen 19, 19', elektrische Lei-
terbahnen 17, 17%, 17', 17'' sowie elektrische An-
schluflkontakte 15, 15%, 15', 15*' sind z.B. mit Hilfe
bekannter Dinnschichtverfahren aus Platin herge-
stellt. Dieser Trager wird mit einer Abdeckung 20
versehen (Fig. 14 b). Die Montage der Abdeckung 20
erfolgt z.B. durch Kleben. Sie kann auch im Sieb-
druckverfahren aufgebracht werden. Durch in der Ab-
deckung vorgesehene Durchbriche 21, 21 kann die Pro-
be mit den Interdigitalstrukturen in Wechselwirkung
treten. Zuvor wurden auf der Flache einer der Inter-
digitalstrukturen Antikdérper immobilisiert. Durch
Eintauchen der Struktur nach Fig. 14 b) in eine Mef-

1dsung mit Antigenen zu den immobilisierten Antikor-
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pern als Analyten kann ein Immunoassay vom Sandwich-
typ durchgefihrt werden, wie es in Fig. 5 a) be-
schrieben ist. Hierflr sind auf der Flache 22 Mar-
kerpartikel mit immobilisierten Antikdrpern schwach
immobilisiert. Nachdem die Struktur nach Fig. 14 b)
bis zum oberen Rand der Flache 22 in das Mefimedium
eingetaucht ist, koénnen sich die auf der Flache 22
befindlichen Markerpartikel im Mefimedium ldsen. Auf
diese Weise kann eine Sandwichbildung erfolgen, wie

sie in Fig. 5 a) beschrieben ist.

Zusatzlich ist es mdglich, durch Anlegen einer elek-
trischen Spannung zwischen den Interdigitalstrukturen
und einer auReren Referenzelektrode einen elektropho-
retischen Transport geladener Markerpartikel durch-
zuflihren. Eine elektrische Schaltung hierfir ist in

Fig. 17 gezeigt, die weiter unten beschrieben wird.

Die Messung kann an beiden Interdigitalstrukturen
vorgenommen werden. Da nur auf einer der beiden
Strukturen Antikdérper immobilisiert sind, kommt es
auch nur hier zur Sandwich-Bildung. Durch eine Aus-
wertung der Differenz der Signale von den beiden In-
terdigitalstrukturen kann der Einfluf nicht spezi-

fisch bindender Molekiile eliminiert werden.

Ein gegeniiber Fig. 14 modifiziertes Ausflhrungsbei-
spiel ist in Fig. 15 dargestellt. Hier ist die Ab-
deckung 20 mit den Durchbrichen 21, 21'° (Fig. 15 a)
mit einer zus&tzlichen Membran 23 (z.B. einer Dialy-
semembran) abgedeckt (Fig. 15 b). Die fir das Bio-As-
say verwendeten Markerpartikel mit den immobilisier-
ten Molekiilen sind vor dem Aufbringen der Membran 23
in 1&slicher Form in einen der Durchbrtche 21, 21°'
eingebracht worden. Die Sensorkonfiguration nach Fig.

15 b) wird mit ihrem unteren Ende in das Mefmedium
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eingetaucht, so daf} das Mefimedium durch die dinne
Schicht 23 in den Bereich der Durchbriche 21, 21
eindringen kann. Die Messung erfolgt wie im Beispiel

nach Fig. 14 beschrieben.

In einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel ist es mdglich,
den elektrophoretischen Transport der Markerpartikel
durch einen magnetischen Transport zu ersetzen. Dies
ist in der Fig. 16 vereinfacht dargestellt, bei der
eine Assaystruktur nach Abb. 14 mit einem Magneten 24
versehen wird. Zur Unterstltzung der Sandwichbildung
wird ein Magnetfeld so ausgebildet, daf? die parama-
gnetischen Markerpartikel in den Bereich der Inter-
digitalstrukturen 19, 19' gezogen werden. Dies ist
z.B. mit Hilfe des kleinen Magneten 24 mdéglich. Nach
Sandwichbildung wird der Magnet 24 auf der gegeniber-
liegenden Seite (in der Fig. 16 oberhalb der Assay-
struktur) angeordnet, so daf3 die Markerpartikel wvon
den Interdigitalstrukturen 19, 19' weg bewegt werden

und es zu einem Pseudowaschschritt kommt.

Der kleine Magnet 24 kann auch durch einen Elektroma-

gneten ersetzt werden.

In Figur 17 ist eine MeRschaltung flir Vorrichtungen
(Assays) nach den Figuren 14 bis 16 gezeigt. Eine
Spannungsquelle 29 erzeugt ein Gleichspannungs- oder
ein Wechselspannungssignal im mV-Bereich, vorzugswei-
se in der Hdhe einiger 100 mV. Dieses Signal wird
Uber Anschliisse 34 und 35 mit Anschlissen 15 und 15"
bzw. 15° und 15" der Interdigitalstrukturen nach Fi-
guren 14, 15 oder 16 verbunden. Der sich uber die
MeRldsung einstellende Gleich- bzw. Wechselstrom wird
mit einem Strommesser 30 registriert. Aus den Span-
nungs-Strom-Daten wird der elektrische Leitwert als

ein MaR fir die Analytkonzentration des Mefmediums in

PCT/EP98/07494
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der Umgebung der gegebenenfalls mit Markerpartikeln
belegten Elektroden der Interdigitalstruktur gemes-

sen.

Fir den elektrophoretischen Markerpartikel-Transport
kann von einer Gleichspannungsquelle 33 tber Wider-
stande 31 und 32 an die Anschlisse 34 und 35 eine
Gleichspannung im Bereich von einigen 100mV gegen ei-
ne Gegenelektrode angelegt werden. Die Gegenelektrode
kann sich in einer grdéfReren Entfernung von den Inter-
digitalstrukturen im Mefmedium befinden. Bei-
spielsweise besteht diese Gegenelektrode aus einem
chloridisierten Silberfilm, wie dies dem Stand der
Technik entspricht. Die Werte der Widerstande 31, 32
liegen im ko - bzw. im Mo -Bereich (z.B. bei 100 k).

In Figur 18 ist ein Immunoassay-Teststéabchen in stark
vereinfachter Form dargestellt. Auf einem Trager 1
(Fig. 18 a) befindet sich eine Immobilisierungs-
schicht 25 aus einem Material, an dessen Oberflache
Antigene bei Kontakt immobilisiert werden. Diese
Schicht besteht aus PVA und Uberdeckt eine Interdigi-
tal-Doppelstruktur (nicht dargestellt), wie diese aus
den Figuren 14 bis 16 bekannt sind. Die elektrischen
Anschliisse (nicht dargestellt) befinden sich auf ei-
ner AnschlufRflache 26. Wird die Anordnung nach Figur
18a in ein GefaR 27 mit einem Mefmedium 3 gebracht,
das Antigene 8 enthalt, werden auf der Immobilisie-
rungsflache 25 Antigene immobilisiert (Fig. 18bl).
Gleiches kann beim Einbringen der Anordnung nach Fi-
gur 18a in ein Gewebe (z.B. Fleisch ...) oder ein

gelartiges MeRfmedium geschehen (Fig. 18 b2) .

Anschliefend wird die Anordnung in Kontakt mit einem
flissigen Medium gebracht, das Markerpartikel mit im-
mobilisierten Antikdrpern enthdlt (Fig. 18c). Nach
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dem Zustandekommen der Antikérper/Antigen-Wechselwir-
kung mit der elektrodennahen Lokalisierung der Mar-
kerpartikel (im Bereich der Interdigitalstrukturen
unter der Schicht 25) kann die Messung so erfolgen,

wie in den vorangegangenen Beispielen dargestellt.

Ein weiteres Beispiel eines Bioassays ist in Fig. 19
gezeigt. Mit einem solchen Assay lassen sich ganze
Zellen 40 nachweisen. Die Anordnungen gemafs Fig. 19
a) und b) entsprechen einem Immunoassay-Format gemafd
Fig. 5 a). Gegenlber dem Immunoassay sind die Antige-
ne ersetzt durch Zellen 40, die an ihrer Oberfléche
Strukturen mit der Eigenschaft von Antigenen 8* tra-
gen. Fig. 19 a) zeigt ein Biocassay mit kleinen Zellen
(z.B. Protozyten mit Durchmessern im Bereich von 0,3
und 2,5 pm) . Die Fig. 19 b) stellt ein Assay mit z.B.

Euzyten mit Durchmessern zwischen 2 und 20 um dar.

Die in den vorangegangenen Ausfihrungsbeispielen ver-
wendeten Markerpartikel kénnen zum Beispiel aus Mi-
krosphadren aus SiO,, Latex, diamagnetischen, parama-
gnetischen und anderen Materialien mit Durchmessern
zwischen 15nm und 25mm bestehen. Dariiber hinaus koén-

nen auch Dendrimere verwendet werden.

Neben Markerpartikeln aus elektrisch isolierenden Ma-
terialien lassen sich auch Markerpartikel einsetzen,
die aus metallischem Material hergestellt sind. Sol-
che elektrisch leitf&higen Markerpartikel lassen sich
auch realisieren, indem elektrisch isolierende Mar-
kerpartikel (z.B. Mikrosphdren) mit einer dinnen Me-
tallschicht bedampft werden.

Die Fig. 20 zeigt als weiteres Ausfihrungsbeispiel
ein anderes Immunoassayformat. Auf dem Trager 1 be-

findet sich wie in allen vorangegangenen Ausfihrungs-
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beispielen eine Mikroelektrode 2, auf der Antikorper
9 immobilisiert sind. Wie in der Fig. 2a gezeigt, be-
finden sich im Halbraum oberhalb der Mikroelektrode
Antigene 8 und 8' sowie Markerpartikel 5. Diese Mar-
kerpartikel sind mit einem elektroaktiven Stoff A
(z.B. Ascorbinsdure) beladen. Die Antigene 8, 8', die
zu den Antikdrpern 9 auf der Elektrode 2 komplementar
sind, kénnen in bindende Wechselwirkung treten. Tra-
gen die Antigene eine elektrische Ladung, so ist es
zusatzlich mdéglich, diese Antigene mit Hilfe eines
elektrischen Feldes F, zur Elektrode zu befdrdern
(Fig. 20a + b). Die Markerpartikel 5 mit einem magne-
tischen bzw. paramagnetischen Kern kénnen nun mit
Hilfe eines magnetischen Feldes F, auf die Elektrode
2 hin bewegt werden (Fig. 20c). Dabei kénnen die An-
tikdrper 9 mit den Antigenen 8 in bindende Wechsel-
wirkung treten, die bereits an die Antikdrper ange-
bunden haben, die auf der Elektrode 2 immobilisiert
sind. Nicht gebundene Markerpartikel kdnnen mit Hilfe
eines in der Richtung umgedrehten magnetischen Feldes
F, von der Mikroelektrode 2 entfernt werden. Die Mar-
kerpartikel 5 sind mit dem elektroaktiven Stoff A be-
laden, der durch Diffusion aus der Markerpartikel-
oberflache austreten kann. Somit wird das elektroden-
nahe Anbinden von Markerpartikeln dadurch regi-
striert, daR ein Umsatz des elektroaktiven Stoffes A
an der Elektrode 2 erfolgt, bei dem ein elektrischer
Strom in Form von Elektronen e fliefit. Hierzu wird
swischen der Mikroelektrode 2 und einer Gegenelektro-
de (nicht dargestellt) eine elektrische Spannung von
einigen 100 mV angelegt. Alternativ zur Bewegung der
Markerpartikel mit Hilfe eines magnetischen Feldes
kann ein elektrisches Feld zum elektrophoretischen
Transport eingesetzt werden. Dies ist in den vorange-
gangenen Ausfithrungsbeispielen bereits gezeigt wor-

den.

PCT/EP98/07494
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Ein weiteres Ausfihrungsbeispiel ist in Fig. 21 ge-
zeigt. Hier kommt es wie im Beispiel nach Fig. 20 zu
einer bindenden Wechselwirkung von Antigenen 8' mit
Antikdrpern 9, die auf der Elektrode 2 immobilisiert
sind. Dies kann auch wieder durch ein elektrisches

Feld F, unterstltzt werden.

In diesem Ausfiihrungsbeispiel sind an der Oberflache
der Markerpartikel 5 nicht nur Antikdérper 9' sondern
auch Enzyme E immobilisiert. Im Mefmedium oberhalb
der Elektrode 2 befindet sich ein Substrat S (z.B.
Glukose) das mit Hilfe des Enzyms (z.B. Glukoseoxyda-
se) enzymatisch umgesetzt werden kann. Kommt es nun
zu einem Anbinden der Markerpartikel an die Oberfla-
che der Elektrode 2, so flhren die an der Markerpar-
tikeloberflache immobilisierten Enzyme (E) zu einem
Umsatz des Substrates (S). Das dabei entstehende Pro-
dukt (P) (z.B. H,0,) kann elektrochemisch an der

Elektrodenoberfliche 2 umgesetzt werden.

Uberschiissige Markerpartikel kdénnen durch Umkehrung
des magnetischen Feldes F, von der Elektrodenoberfla-

che entfernt werden.

Der enzymatisch katalysierte Stoffumsatz an der Elek-
trode 2 erfolgt in gleicher Weise wie bei bekannten
elektrochemigschen Glukosesensoren. Hierflr wird zwi-
schen der Elektrode 2 und einer Gegenelektrode eine
elektrische Spannung von einigen 100 mV (vorzugsweise

600 mV) angelegt.

Ein weiteres Ausflihrungsbeispiel ist in Fig. 22 ge-
zeigt. Hier kann es ebenso wie in den vorangegangenen
Ausfihrungsbeispielen zu einer bindenden Wechselwir-

kung zwischen Antigenen 8, 8' und den auf der Elek-

PCT/EP98/07494
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trode immobilisierten Antikdrpern 9 kommen. Mit Hilfe
eines magnetischen Feldes kénnen nun Markerpartikel
in die Nahe der Elektrode transportiert werden. Die
Markerpartikel 5 tragen an ihrer Oberflache immobili-
sierte Antikorper 9 und immobilisierte Enzyme (E)
(Fig. 22b). Nachdem es zu einer bindenden Wechselwir-
kung zwischen den Markerpartikeln 5 und der Elektrode
2 gekommen ist, kann durch Umkehrung des magnetischen
Feldes der Uberschuf an Markerpartikeln 5 (nicht dar-
gestellt) von der Elektrode entfernt werden. An-
schlieRend wird mit Hilfe eines magnetischen Feldes
F_ eine zweite Sorte von Markerpartikeln 5' auf die
Elektrode 2 zubewegt. Diese Markerpartikel 5' sind
mit einem Substrat S (z.B. Glukose) beladen. Befinden
sich die Markerpartikel 5' in der Nahe der Elektrode
2, so fuhrt ein ausdiffundierendes Substrat S zu ei-
ner Wechselwirkung mit den auf den Markerpartikeln 5
immobilisierten Enzymen E. Das dabei entstehende Pro-
dukt P wird wie im vorangegangenen Ausfihrungsbei-
spiel dargestellt an der Elektrode 2 elektrochemisch
umgesetzt (Fig. 22d).

Anstelle von Markerpartikeln mit immobilisierten En-
zymen (Fig. 21 u. Fig. 229 kénnen auch Markerpartikel
verwendet werden, die mit Enzymen beladen sind. Aus
diesen Markerpartikeln kénnen die Enzyme auf gleiche
Weise freigesetzt werden, wie dies fur die elektroak-
tive Substanz im Beispiel nach Fig. 20 beschrieben

wurde.

In analoger Weise lassen sich aufer den oben darge-
stellten Immunoassayformaten auch DAN-Sonden und an-
dere Bioassays realisieren. Hierbei werden lediglich

die Immunkomplexe durch andere Bindungen ersetzt.

PCT/EP98/07494
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Auch bei den Varianten nach Fig. 20 - 22 lassen sich
Assays mit einer extrem geringen Nachweisgrenze rea-
lisieren, wenn die Flache der Mikroelektrode nicht
sehr viel grdRer ist als die projizierte Quer-
schnittsfléche der Markerpartikel. Somit ist auch
hier ein Einzelbindungsnachweis méglich, d.h. das An-
binden eines Markerpartikels auf einer Mikroelektrode

ist nachweisbar.

Bei diesen Varianten beruht der Nachweis darauf, daf
die Markerpartikel in ihrer unmittelbaren Umgebung
eine Erhodhung einer Stoffkonzentration verursachen.
Dieg erfolgt durch Freisetzung bzw. durch enzymati-
sche Substratumsetzung an der Partikeloberfléache.
Hierbei geht es nicht, wie z.B. bei anderen Biosenso-
ren um ein meRbares Signal, das von der Substratkon-
zentration abhingig ist. Vielmehr ist das meflbare Si-
gnal von der Anzahl der mikroelektrodennah lokali-

sierten Markerpartikel bestimmt.

Ein anderes Ausfihrungsbeispiel zeigt Fig. 23. Auf
einem Trager 1 ist eine Mikroelektrode 2 angebracht.
Kommt es wie oben beschrieben zu einer Bindung 6 zwi-
schen Markerpartikeln 5 und der Elektrode 2, so sind
die Markerpartikel mikroelektrodennah lokalisiert.
Handelt es sich um ferromagnetische Markerpartikel
mit einem eigenen magnetischen Feld, so kann die
elektrodennahe Lokalisierung der Markerpartikel 5 mit
Hilfe eines Sensors 37 nachgewiesen werden, der die

Starke des magnetischen Feldes mifit.

Es ist ebenso mdglich, Markerpartikel mit paramagne-
tischem Kern zu verwenden. Wird nun oberhalb des Tra-
gers 1 ein magnetisches Wechselfeld 4 erzeugt, so
kann die durch die Markerpartikel verursachte Ande-

rung der magnetischen Feldstarke mit Hilfe des Sen-
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sors 37 detektiert werden. die Frequenz des magneti-
achen Wechselfeldes kann zwischen einigen Hertz und

einigen MHz liegen.

Bei der Verwendung von Markerpartikeln mit ferroma-
gnetischem oder paramagnetischem Kern ist es wichtig,
daR sich die Permeabilit&tszahl des Partikels bzw.
des Partikelkerns von der Permeabilitdtszahl des
flissigen MeRfmediums der Unterlage und bei einer
DurchfluRmessung der Durchflufimefkammer entsprechend

Fig. 4 unterscheidet.

In diesem Ausfihrungsbeispiel kann der elektrophore-
tische Transport von bindenden molekularen Partnern
sur Elektrode 2 hin erfolgen, wie dies in den voran-
gegangenen Ausfihrungsbeispielen beschrieben wurde.
Ebenso ist es mdglich, den Transport der Markerparti-

kel durch elektrophoretischen Effekt zu bewirken.

In den Figuren 24 bis 30 ist eine MefRanordnung far
den Nachweis von Markerpartikeln in MeRldsungen dar-
gestellt, die mindestens eine Elektrode mit davor an-
geordneter Blende zeigen, wahrend in den Figuren 31
big 35 eine MefRanordnung zum Nachweis von Markerpar-
tikeln in MeRldsungen mit potentiometrischen Elektro-
den dargestellt sind.

Die obigen Ausfiihrungen gelten auch fur diese Ausfih-
rungsbeispiele, wobei die Mikroelektroden durch die
im folgenden beschriebenen Elektroden ersetzt werden

kdnnen.

Die Fig. 24a) zeigt eine Makroelektrode 2, die sich
von einer Blende 101 aus elektrisch nichtleitendem
Material mit einer Blendendffnung 105 befindet. Der

Raum zwischen der Blende 101 und der Elektrode 2 ist
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mit einem Innenelektrolyten 103 ausgefiillt, der Uber
die Blendendffnung 105 mit dem Mefmedium 3 (Elektro-
1yt) in Kontakt ist. Dabei kann der Innenelektrolyt
beispielsweise als Gel ausgebildet sein, wobei es
mdglich ist, dal es sich bis in die Blendendffnung
105 hinein erstreckt. In groRer Entfernung von der
Blende 101 befindet sich eine Gegenelektrode (in der
Figur nicht dargestellt) im MeRfmedium. An die Elek-
troden wird eine elektrische Gleich- und/oder Wech-
selspannung angelegt, wodurch ein elektrisches Feld
swischen den Elektroden erzeugt wird. Die von der
Elektrode 2 ausgehenden elektrischen Feldlinien 4"
konzentrieren sich im Bereich der Blendendffnung 105.
Im MeRmedium 3 beschreiben die elektrischen Feldlini-
en 4''' ein sich radial ausbreitendes elektrisches
Feld.

Fig. 24b) zeigt die Elektroden- und Blendenkonfigura-
tion mit einem Label- (Marker-)partikel 5, das mit
Hilfe einer Bindung 6 an die Blende 101 gebunden ist.
gind die molekularen Bindungspartner in der Nahe der
Blendendffnung 105 lokalisiert, so erfolgt die Bin-
dung des Labelpartikels 5 in unmittelbarer Nahe der
Blendendffnung 105. Der oben beschriebene LIFE-Effekt
(Label Induced Field Effect), d.h. ein durch Marken-
partikel induzierter Feldeffekt, fiuhrt zu einer Sto-
rung des elektrischen Feldes und der elektrischen
Feldlinien 4''' im Mefmedium 3. Dies kann, wie be-

schrieben, elektrisch nachgewiesen werden.

Die GréRe der Blendendffnung 105 liegt im Bereich
zwischen 0,5 pm und 100 pm, vorzugsweise im Bereich
um 1 pm. Der Abstand zwischen der Blende 101 und der
Elektrode 2 kann beliebig gewdhlt werden, wenn er
deutlich groRer ist als der Durchmesser der Blenden-

5ffnung. Beispielsweise betragt dieser Blendenabstand

PCT/EP98/07494
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1 mm. Der Durchmesser der Markerpartikel liegt zwi-
schen 0,5 pm und 100 pm, vorzugsweise im Bereich um 1

pm.

In Fig. 25 ist eine Elektroden- und Blendenkonfigura-
tion in Pipettentechnik dargestellt. Eine Mikropipet-
te 119, die zum Beispiel aus Glas besteht, begitzt an
ihrer Spitze eine Blende 101" mit einer Blendenoff-
nung 105. Die Pipette ist mit einem Innenelektrolyten
103 gefuillt, in den eine Elektrode 2 hineinragt. Die
Elektrode 2 ist mit Hilfe einer elektrischen Zulei-
tung 110 und einem elektrischen Anschluf? 111 an eine
MefRelektronik anschliefbar. Partikel 5, die durch
Bindungen 6 in der N&he der Blendendffnung 105 loka-
lisiert sind, flihren, wie im Beispiel nach Fig. 24
gezeigt, zu einer Stdérung des elektrischen Feldes und

sind damit elektrisch nachweisbar.

In Fig. 26 ist eine Elektroden- und Blendenkonfigura-

tion nach Fig. 24 in planarer Bauweise dargestellt.

auf einem Trager 112 befindet sich eine dtnne Elek-
trodenschicht 2'. Der Trager 112 kann zum Beispiel
aus einer Kunststoffolie bestehen. Hierfir sind alle
Materialien einsetzbar, die einen hohen elektrischen
Widerstand aufweisen. Die Elektrodenschicht 2' kann
zum Beispiel aus einem Edelmetall (Gold, Platin, Sil-
ber AGCl usw.) durch bekannte Dinnschichtverfahren
aufgebracht werden. Ebenso ist es mdglich, die Elek-
trodenschicht 2' mit Hilfe elektrisch leitfdhiger Pa-
sten nach dem Siebdruckverfahren aufzubringen. Auf
dem Trager 112 ist ein Abstandshalter 113 zum Bei-
spiel durch Klebetechnik oder durch Heiflaminieren
aufgebracht. Der Abstandshalter 113 besitzt einen
Durchbruch 115 fur die elektrische Kontaktierung der

diinnen Elektrodenschicht 2' sowie ein Kompartiment

PCT/EP98/07494
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114 fir den Innenelektrolyten. Der Abstandshalter
kann aus dem gleichen Material hergestellt sein wie
der Trager 112. Auf dem Abstandshalter 113 ist eine
Blendenfolie 101' durch Klebe- und Heifdlaminiertech-
nik aufgebracht. Die Blendenfolie 101' weist ein oder

mehrere Blendendffnungen 105' auf.

Das Einbringen des Innenelektrolyts in sein Komparti-
ment 114 kann zum Beispiel nach dem Verfahren der Va-
kuumbefiillung erfolgen. Hierflir wird die Konfigurati-
on nach Fig. 26b) in einen Elektrolyten eingebracht
und oberhalb des Elektrolyten ein Vakuum erzeugt. Da-
durch wird das Kompartiment 14 entliftet und der In-

nenelektrolyt dringt ein.

Die Blendendffnungen 105' auf der Blendenfolie 101
kénnen zum Beispiel mit Hilfe eines Lasers erzeugt
werden. Auch ist es mdglich, eine perforierte Blen-
denfolie nach dem bekannten LIGA-Verfahren herzustel-
len. Ebenso ist es mdglich, die Blendenfolie 101' in
Form eines Ion-Track-Filters zu realisieren. Bei sol-
chen Ion-Track-Filtern werden mikroskopische Offnun-
gen im pm-Bereich und im Sub-pm-Bereich erzeugt. Wei-
terhin lassen sich Kapillarporen-Membranfilter ver-
wenden, die Poren im pm- und im Sub-pum-Bereich auf-
weisen. Solche Kapillarporen-Membranfilter sind kom-
merziell erhaltlich und bestehen beispielsweise aus
den Materialien Polykarbonat, Polyester, Acrylpoly-
mer, PP.

Wichtig bei der Verwendung von mehr als einer Blen-
dendffnung 105 ist, daf bei einem Blendendffnungs-

Durchmesser von 0,5 pym - 10 pm Absténde von Blenden-
&ffnungen eingehalten werden, die etwa 100 pm betra-

gen. So ist gewadhrleistet, daf? sich ausgehend von den

PCT/EP98/07494
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Blendendffnungen 105 die elektrischen Feldlinien ra-

dial in das Mefmedium hinein erstrecken.

Fig. 27 zeigt eine erste Variante zur Konfiguration
in Fig. 26. Hier ist der Abstandshalter 113' mit ei-
nem Kompartiment 114' flir den Innenelektrolyten aus-
gestattet, das eine zusatzliche Moglichkeit zur Ent-
luftung dieses Kompartimentes bietet. In der Blenden-
folie 101" befindet sich eine Offnung 116, Uber die
das Probenkompartiment bei der Vakuumbefiillung
schneller entllftet werden kann. Nach Befullung der
Konfiguration nach Fig. 27 kann die Entluftungsoff-
nung 116 mit einem geeigneten Material (Epoxydharz,
Silikon usw.) versiegelt werden. Ansonsten entspricht

der Aufbau dem nach Fig. 26.

Fig. 28 zeigt eine zweite Variante der Konfiguration
nach Fig. 3. Hier befinden sich auf dem Trager 112
zwei Elektrodenschichten 2", 2'". In dieser Ausfih-
rungsform tragt die Blendenfolie 101" zwei Blenden-
dffnungen 105", 105'". Sind in der unmittelbaren Um-
gebung der Blendentffnungen 105" und 105'" unter-
schiedliche molekulare Bindungspartner immobilisiert,
so lassen sich unterschiedliche Analyte nachweisen.
Dies entspricht einer Anordnung von zwei Mikroelek-
troden, wie dies oben beschrieben ist. Die Konfigura-
tion mit zwei Elektroden und dazugehdrigen Blenden-
dffnungen kann auch zu einem gréferen Array mit einer
Vielzahl von Elektroden- und Blendendffnungen erwei-

tert werden.

In Fig. 29 ist eine weitere Variante der Konfigurati-
on nach Fig. 26 gezeigt. Hier ist zusatzlich auf der
Blendenfolie 101' ein Trager 117 fur ein Probenkom-

partiment 118 aufgebracht. Dieser Trager 117 kann aus

jedem beliebigen Kunststoff hergestellt sein, der mit
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der verwendeten Probe kompatibel ist und sich auf der
Blendenfolie 101' durch Klebetechnik oder durch Heif3-
laminieren und durch ein anderes Verfahren aufbringen
1aRt. Zusatzlich ist hier auf der Blendenfolie 101'
eine Gegenelektrode 120 aufgebracht. Fir das Aufbrin-
gen und das Material der Gegenelektrode gilt das
gleiche, wie im Beispiel nach Fig. 26 fur die Elek-
trode 2 beschrieben ist. Die Gegenelektrode 120 kann
am elektrischen AnschlufR 121 kontaktiert werden. Vor-
richtungen mit Probenkompartimenten kénnen auch in
Array-Form mit einer Vielzahl von Kompartimenten rea-

lisiert werden.

Fig. 30 zeigt eine besondere Ausfihrungsform der
Blende 101, wie sie in Fig. 24 und folgenden darge-
stellt ist.

In diesem neuen Ausfithrungsbeispiel ist die Blende
auf der Basis einer Siliziumscheibe realisiert. Eine
giliziumscheibe 108 wurde mit Hilfe bekannter ani-
sotroper Atzverfahren perforiert. Dabei entstehen
dffnungen 109 die einen pyramidenstumpfférmigen Cha-
rakter haben. Auf diese Weise ist es mdglich, sehr
kleine Offnungen zu realisieren. Soll zum Beispiel
die Offnung auf der unteren Seite der Siliziumscheibe
108 ca. 1 um betragen, so betrdgt die grofee Of fnung
auf der Vorderseite der Siliziumscheibe ca. 8 um. Die
giliziumscheibe wird nach einbringen der Offnungen
109 an der Oberflache elektrisch isoliert. Dies lafst
sich zum Beispiel durch thermische Oxydation und/oder

durch CvD-Verfahren mit Si,N, realisieren.

In Fig. 30b ist eine Variante der Blende nach Fig.
30a gezeigt. Auf einem Tréger 108' wurde durch ge-
kannte epitaktische Verfahren eine Schicht 106 abge-

schieden. Durch bekannte anisotropische Atzverfahren
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143t sich ortselektiv die Siliziumscheibe 108' ober-
halb der Schicht 106 abdtzen. Mit Hilfe lithographi-
scher Verfahren kénnen Offnungen 104 und 104' in die
Schicht 106 eingebracht werden. Dieses Beispiel hat
den Vorteil, daf® die Offnungen sich in einer sehr
diinnen Schicht 106 befinden. Die Siliziumscheibe kann
eine Dicke von ca. 300 pm haben, wahrend die Schicht
106 eine Dicke zwischen 1 und 100 pm (vorzugsweise 10

pm) besitzt.

In Fig. 31 ist eine MeRanordnung fir ein Verfahren
zur potentiometrischen Messung zum Nachweis von Ana-

lyten dargestellt.

Auf einem Trager 122 befindet sich die Festableitung
123 einer potentiometrischen Elektrode mit einer io-
nenselektiven Membran 124. An der Oberfléche der io-
nenselektiven Membran 124 sind Moleklile immobili-
siert, die mit den Molektlen, die auf den Partikeln 5
immobilisiert sind, eine Bindung 6 eingehen kdnnen.
Die an der Oberfléche der ionenselektiven Membran 124
gebundenen Label- oder Markerpartikel 5, die in die-
sem Ausflhrungsbeispiel einen Durchmesser von 10 nm
aufweisen, rufen eine Stdérung der Potentialbildungs-
vorgange an der Oberflache der ionenselektiven Mem-
bran 124 hervor, die auf potentiometrischem Wege ge-
messen werden kann. Gemessen wird das Potential der
aus Festableitung 123 und ionenselektiven Membran 124
bestehender ionenselektiven Elektrode gegen eine Be-
zugselektrode, die sich ebenfalls im MefRfmedium 3 be-
findet, aber nicht dargestellt ist.

In diesem Ausfiihrungsbeispiel ist der Trager 122 zum
Beispiel aus Glas, die Festableitung 123 der poten-
tiometrischen Elektrode besteht aus Silber und die

ionenselektive Membran 124 aus einer Ag/AgCl-Schicht.
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Ebenso ist es mdglich, die ionenselektive Membran 124
als Polymermembran auszubilden. Auch kénnen andere
bekannte Materialien flir ionenselektive Membranen
eingesetzt werden. Es ist zusatzlich mdglich, ober-
halb der ionenselektiven Membran ohne immobilisierte
Molekiile keine weitere Schicht anzuordnen, in der
sich die immobilisierten Bindungspartner befinden
(ohne Abbildung) . Diese Schicht kann zum Beispiel aus

einem Hydrogel oder Kollagen bestehen.

Fig. 32 zeigt ein Ausfliihrungsbeispiel fir die Verwen-
dung nach dem potentiometrischen Mefprinzip im Diffe-
renzverfahren. Auf einem Triger 125 befinden sich die
Festableitungen 123 und 123' einer potentiometrischen
Elektrode mit den Leiterbahnen 127 und 127' sowie den
elektrischen Anschlissen 128 und 128'. Trager und
Elektroden sowie Leiterbahnen sind mit der Abdeckung
126 gegeniiber dem Mefimedium geschutzt. Die Abdeckung
126 besitzt Durchbriiche 129 und 129', die die ionen-
selektiven Elektroden freilassen. Die Festableitung
123 und 123', die Leiterbahnen 127 und 127' sowie die
elektrischen Anschliisse 128 und 128' kénnen zum Bei-
spiel aus Silber nach bekannten Dunnschicht- oder
Dickschichtverfahren hergestellt sein. Als ionense-
lektive Membran kann wiederum Ag/AgCl verwendet wer-
den, wobei sie durch die Chloridisierung des Silber-
filme der Festableitungen 123, 123' hergestellt wer-

den kann.

Ebenso ist es mdglich, in die Durchbrlche 129 und
129' Polymermembranen mit elektroaktiven Komponenten
nach bekannten Verfahren herzustellen. Hierfir lassen
sich Dispensierverfahren verwenden. Die Abdeckung 126
kann durch Siebdruckverfahren aufgebracht werden.
Auch das Einbringen der ionenselektiven Membranen 124

und 124' kann durch Siebdruckverfahren geschehen.
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Werden an der Oberfl&che der ionenselektiven Membran
124 Molekiile immobilisiert, die eine Bindung 6 einge-
hen ké&énnen, so laft sich in einem Differenzverfahren
das Signal dieser Elektrode mit dem Signal einer io-
nenselektiven Elektrode mit der ionenselektiven Mem-
bran 124' vergleichen, an deren Oberflache keine Mo-
leklile immobilisiert sind. Die Potentiale beider
Elektroden kdnnen gegen eine externe Bezugselektrode
gemessen werden. Hierfir sind konventionelle Bezugs-
elektroden geeignet. Ebenso laft sich eine beliebige

Metallelektrode als Pseudoreferenz einsetzen.

Die Verwendung eines Differenzverfahrens hat den Vor-
teil, daR nichtspezifische Bindungen von Molekllen an
der Oberfliache der ionenselektiven Membran bei diesem

MefRverfahren nicht erfaf’t werden.

Fig. 33 zeigt in einem weiteren Ausflhrungsbeispiel
eine potentiometrische Elektrodenanordnung mit inte-
griertem FlieRkanal. Auf einem Trager 125 befinden
sich die Festableitung 123 einer potentiometrischen
Elektrode mit einer ionenselektriven Membran 124, die
lber eine Leiterbahn 127' mit einem elektrischen An-
schluf 128' verbunden sind. Daneben sind eine Gegen-
elektrode 131 und eine Bezugselektrode 132 angeord-
net. Die Elektroden 131, 132 kénnen aus Edelmetall-
filmen, zum Beispiel Platin bestehen. Auf dem Trager
125! gind auf einer Flache 130 Markerpartikel schwach
immobilisiert, die bei Kontakt mit einem wafrigen
MeRmedium geldst werden koénnen. Auf dem Trager 125
ist ein Kanaltrager 133 durch Klebetechnik oder durch
HeiRlaminieren aufgebracht. Der Kanaltrager 133 be-
sitzt einen Durchbruch 134, der als Kanal wirkt. Mit
Hilfe der Abdeckung 126' wird der Kanaltrager 133

verschlossen. Durch die Durchbriche 135, 136 kann das
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waRrige MeRmedium zu- und abgefihrt werden. Die Ab-
deckung 126 ist durch Klebetechnik oder Heifflaminie-

ren auf den Kanaltrager aufgebracht.

In Fig. 34 ist der Kanal aus Fig. 33 als Flieffmatrix
137 realisiert. Auf einem Trager 125 befindet sich
die gleiche Elektrodenanordnung wie in Fig. 33. Uber
den Elektroden ist eine Fliefmatrix 137 angeordnet.
Sie besteht zum Beispiel aus Filterpapier oder einer
Glasfasermatrix oder anderen Materialien, die durch
Klebeverfahren oder durch Anpressen auf den Trager
125 aufgebracht werden. Auf der Flache 30 sind Mar-
kerpartikel schwach immobilisiert. Das walrige Mefime-
dium wird auf die Flache 138 aufgebracht, die zur
Probenaufnahme dient. Verbreitet sich das Mefimedium
in der Fliefmatrix 137, so werden Markerpartikel im
Bereich der Flache 130' geldst und zu den Elektroden
123, 124, 131 und 132 transportiert.

Die potentiometrische Messung mit Hilfe von Vorrich-
tungen nach den Fign. 33 und 34 kann mit Hilfe einer
elektrischen Schaltung erfolgen, die schematisch in
Fig. 35 dargestellt ist. In einem Probenbehdlter 139
befindet sich das wafBrige MeRfmedium 3. In das MefSme-
dium 3 sind ein Trager 125' mit einer ionenselektiven
Elektrode aus Festableitung 123 und ionenselektiver
Membran 124, eine Gegenelektrode 131 und eine Bezugs-
elektrode 132 eingetaucht. Zwischen der ionenselekti-
ven Elektrode und der Gegenelektrode wird mit Hilfe
einer Stromquelle 140 ein elektrischer Strom einge-
speist. Zwischen der ionenselektiven Elektrode 123,
124 und der Bezugselektrode 132 kann auf potentiome-
trischem Wege mit einer hochohmigen Spannungsmefein-
richtung 141 das potentiometrische MefRsignal als

elektrische Spannung gemessen werden.
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Mit Hilfe des elektrischen Stromes zwischen der io-
nenselektiven Elektrode und der Gegenelektrode er-
folgt der Markerpartikeltransport auf elektrophoreti-
schem Wege. Dies ist mdglich bei Verwendung von po-
tentiometrischen Elektroden, die relativ niederohmig
sind. Dies ist zum Beispiel bei Ag/AgCl-Elektroden
der Fall.

Bei hochohmigen potentiometrischen Elektroden wird
auf die Gegenelektrode 131 und die Stromquelle 140
verzichtet. Hierbei mufR der Markerpartikeltransport
auf magnetischem Wege erfolgen, wie weiter oben be-

schrieben ist.

Die beschriebenen Assays koénnen nicht nur fir die
hier beschriebenen Analyte, sondern auch generell zum
Nachweis von Antikdérpern, Antigenen, Nukleinsauren,
Aptameren oder anderen beliebigen Analyten zur Analy-
se und/oder Diagnostik in der Chemie, Lebensmittel-
chemie, Biotechnologie, Umweltanalytik, Biochemie

oder Medizin eingesetzt werden.
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Patentanspriche

vVerfahren zum Nachweis von Analyten in Mef3losun-
gen mittels Markerpartikeln,

dadurch gekennzeichnet,
daR Markerpartikel verwendet werden, deren elek-
trische und/oder elektrochemische Eigenschaften
von den elektrischen und/oder elektrochemischen
Eigenschaften der MeRlosung verschieden sind,
daR in der MeRldsung ein elektrisches Feld er-
zeugt wird, und

daR durch die Markerpartikel verursachte Ande-
rungen eines elektrischen Stroms oder einer
elektrischen Spannung an einer in der Mefldsung

befindlichen Elektrode bestimmt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, daR die Markerpartikel sich beziglich ihrer
stofflichen Zusammensetzung, ihrer Dielektrizi-
tatskonstanten und/oder ihres spezifischen elek-
trischen Widerstandes und/oder ihrer Oberfla-
chenladungsdichte von der Mefl&sung unterschei-

den.

Verfahren zum Nachweis von Analyten in Meffl6sun-
gen mittels Markerpartikeln, dadurch gekenn-
zeichnet, daf® Markerpartikel verwendet werden,
deren Permeabilitatszahl von der Permeabilitats-
zahl der Mef3ldsung verschieden ist, daf® in der
MeRldsung ein magnetisches Feld erzeugt wird und
daR das durch die Markerpartikel verursachte ma-
gnetische Feld oder seine Anderung bestimmt

wird.
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Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, daf die Markerpartikel
spezifisch an die Analyte binden, die gegebenen-
falls ihrerseits spezifisch an eine Unterlage

binden, die gegebenenfalls die Elektrode ist.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, daff die freien Analyte mit
Markerpartikeln bzw. mit Markerpartikeln, an die
Analyte gebunden sind, um die fir die freien
Analyte spezifischen Bindungspléatze auf einer
Unterlage konkurrieren, die ggf. die Elektrode
ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 oder 3, da-
durch gekennzeichnet, daf® die Markerpartikel
spezifisch an die Analyte binden und daff die
MeRldsung anschlieRend zwischen zwei Elektroden
hindurchfliet, durch die das elektrische Feld
erzeugt wird oder daf die Meflésung anschliefiend
durch eine DurchflufmefRkammer fliefst, in der das
Magnetfeld erzeugt wird.

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich-
net, daR der elektrische Strom zwischen den
Elektroden bzw. die Kapazitat beim Hindurchflie-

Ren der Mefldsung bestimmt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru-
che, dadurch gekennzeichnet, daf® Markerpartikel
mit einer elektrischen Ladung und/oder mit einem
elektroaktiven Stoff und/oder mit Enzymen immo-
bilisierte oder beladene Markerpartikel und/oder
ferro-, dia- oder paramagnetische Markerpartikel

verwendet werden.
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Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich-
net, daf3 vor der Bestimmung der Anderung des
elektrischen Feldes durch die Markerpartikel in
der MeRldsung ein elektrisches und/oder magneti-
sches Feld erzeugt wird, das auf die Markerpar-

tikel eine Kraft ausibt.

'Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge-

kennzeichnet, daf in der Mefldésung eine Wech-
selspannung und/oder ein in seiner Richtung

wechselndes magnetisches Feld erzeugt wird.

Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch ge-
kennzeichnet, da das elektrische und/oder ma-
gnetische Feld derart ausgebildet wird, dafs es
auf die Markerpartikel eine Kraft in Richtung
der mit Bindungsplétzen fir die Markierungspar-
tikel versehenen Unterlage hin und/oder von die-

ser weg ausubt.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, dafs vor der Elektrode,
tber die ein inhomogenes elektrisches Feld in
der MeRldsung erzeugt wird, eine Blende mit ei-
ner Offnung flr den Durchtritt der elektrischen
Feldlinien angeordnet wird und daf3 die Marker-
partikel an oder in der Nahe der Blendenoberfla-

che gebunden werden.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, dafs das elektrische Feld
an der Oberflache einer potentiometrischen Elek-
trode durch Potentialbildungsvorgénge an der
Grenzfliche zwischen MeRldsung und Elektrode ge-

bildet wird und die Feldanderungen auf potentio-
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metrischem Wege gemessen werden.

Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten in Mef3-
16sungen mittels Markerpartikeln mit einem Tra-
ger, dadurch gekennzeichnet, daf die Markerpar-
tikel elektrische Eigenschaften und/oder elek-
trochemische Eigenschaften aufweisen, die von
den elektrischen und/oder elektrochemischen Ei-
genschaften der MeRfldsung verschieden sind, und
daR auf dem Trager mindestens eine Elektrode ei-
ner Elektrodenanordnung angeordnet ist, die mit
einer Vorrichtung zur Erzeugung eines elektri-
schen Feldes verbunden ist und dafl eine Mefein-
richtung zur Erfassung des elektrischen Stroms

oder der elektrischen Spannung vorgesehen ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn-
zeichnet, daR auf dem Trager eine Unterlage mit
spezifischen Bindungsstellen fir den Analyten
angeordnet ist und die Markerpartikel spezifi-
sche Bindungsstellen flUr die Analyte oder die
Unterlage aufweisen, wobei Markerpartikel auf

dem Triger oder der Abdeckung angeordnet sind.

Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekenn-
zeichnet, daf die Unterlage als Elektrode ausge-
bildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn-
zeichnet, daf’3 die Markerpartikel spezifische
Bindungsstellen flr den Analyten aufweisen, und
auf dem Trager eine zweite Elektrode derart an-
geordnet ist, dafR zwischen der ersten und zwei-
ten Elektrode eine Offnung fiur den Durchfluf der
MeRldsung besteht.
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Vorrichtung nach einem der Anspriche 14 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, daf’ sie nach aufsen durch
eine Membran abgeschlossen ist, die flr den Ana-
lyten und gegebenenfalls flir die Mefsl4sung
durchlassig ist.

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche
14 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daff die Mar-
kerpartikel eine elektrische Ladung aufweisen
und/oder magnetisch und/oder mit einem elektro-
aktiven Stoff und/oder wmit Enzymen versehen

sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 14 bis 19,
dadurch gekennzeichnet, daf auf dem Trager ein

umpolbares magnetisches Element angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 20,
dadurch gekennzeichnet, daf vor einer Elektrode
zur Erzeugung eines inhomogenen elektrischen
Feldes eine mit der Mefldsung in Verbindung ste-
hende Blende (101, 105) angeordnet ist, die min-
destens eine kleine Offnung aufweist und die als

Bindungselement flir die Markerpartikel dient.

Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekenn-
zeichnet, daf® der Raum zwischen Blende (101,
105) und Elektrode (2) mit einem Elektrolyten
(103) ausgefillt ist, der mit der Mefldsung (3)

in Kontakt ist.

Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch
gekennzeichnet, daf die blende (101, 105) Be-
standteil einer Pipette (119) ist, in die die
Elektrode (2) hineinragt.
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Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch
gekennzeichnet, daf mit dem die mindestens eine
Elektrode aufweisenden flachen Tréager (112) ein
mit mindestens einer Durchbrechung (114) zur
Aufnahme des Elektrolyten (103) versehenes Ab-
standselement (113) fest verbunden ist und daf
die Durchbrechung (114) mit einer als Blende
dienenden Abdeckung (101) abgedeckt ist, in der
mindestens eine Blendendffnung (105) vorgesehen

ist.

Vorrichtung nach Anspruch 24, dadurch gekenn-
zeichnet, dafl mehrere Elektroden (2) auf dem
Trager (112) aufgebracht sind, das Abstandele-
ment (113) mit mehreren den Elektroden zugeord-
neten Durchbrechungen versehen ist und die Ab-
deckung mindestens eine Blenddffnung fir jede

Durchbrechung aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 21 bis 25,
dadurch gekennzeichnet, daf eine Gegenelektrode
(120) auf der der Mefldsung zugewandten Seite
der Abdeckung (101) mit Blenddéffnung (105) auf-
gebracht ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 21 bis 26,
dadurch gekennzeichnet, daff die Blende pyrami-
denstumpfférmig ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 14 bis 20,
dadurch gekennzeichnet, daf® die mindestens eine
auf dem Trager (122, 125) angeordnete Elektrode
ausgebildet ist und eine mit der Mefldsung in

Verbindung stehende ionenselektive Membran (124)

aufweist, die die Markerpartikel bindet.
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Vorrichtung nach Anspruch 14 bis 28, dadurch ge-
kennzeichnet, daf mindestens zwei Elektroden
(123, 124) auf einen Trager (125) aufgebracht
sind, die von einem Abdeckelement (126) mit min-
destens zwei Durchbrechungen (129) abgedeckt

sind.

Vorrichtung nach Anspruch 29, dadurch gekenn-
zeichnet, daf’ die jeweilige ionenselektive Mem-

bran in der Durchbrechung (129) angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 14 bis 30,
dadurch gekennzeichnet, daf Markerpartikel mit
einem Durchmesser verwendet werden, der im nm-

Bereich bis in den Sub-mm-Bereich liegt.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 28 bis 31,
dadurch gekennzeichnet, daf die mindestens eine
mit einer ionenselektiven Membran (124) versehe-
ne potentiometrische Elektrode (123, 124) und
eine Bezugselektrode (103, 2) auf dem Trager
(25') angeordnet sind und Uber den Elektroden
ein mit einer Zu- und/oder Abflhrung versehener
FlieRkanal (134) fir die MeRldsung vorgesehen
ist.

Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekenn-
zeichnet, daR auf einer mit dem FlieRkanal (134)
in Verbindung stehenden begrenzten Flache (130)
des Tragers (25') Markerpartikel durch die in
dem Fliefkanal (134) strdmenden MeRldsung ldsbar

sind.

Vorrichtung nach Anspruch 33 oder 34, dadurch
gekennzeichnet, dafs der FlieRkanal (134) in ei-

ner den Trager mindestens teilweise Uberdecken-
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den Abdeckung (133, 26') ausgeformt ist, die ei-
ne Zuleit- und eine Ableitdéffnung (135, 136)

aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 33 oder 34, dadurch
gekennzeichnet, daft der FlieRkanal als Fliefma-
trix (137) mit einer die Mef3ldsung von aufien

aufnehmenden Flache (138) ausgebildet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekenn-
zeichnet, daf auf einer begrenzten Flache (30')
der FlieRBmatrix Markerpartikel immobilisiert
sind, die durch die in der FlieRmatrix sich ver-

breitenden MeRldsung lésbar sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 29 bis 36,
dadurch gekennzeichnet, daff auf dem Trager (125,
25') eine Gegenelektrode (131) aufgebracht ist
und daf zwischen potentiometrischer Elektrode
(123, 124) und Gegenelektrode (131) eine Strom-
quelle (140) zum Einspeisen eines Stromes und
zwischen potentiometrischer Elektrode und Be-
zugselektrode eine Spannungsmefeinrichtung ge-

schaltet sind.

Verwendung einer Vorrichtung oder eines Verfah-
rens nach einem der vorhergehenden Anspriche zum
Nachweis von Antikdrpern, Antigenen, Nukleinsau-
ren, Aptameren oder anderen Analyten zur Analyse
und/oder Diagnostik in der Chemie, pharmazeuti-
schen Entwicklung, Lebensmittelchemie, Biotech-

nologie, Umweltanalytik, Biochemie oder Medizin.
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