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(57) Abstract

A process is disclosed for carrying out particularly sensitive immuo-as-
says and other assays that rely on molecule-receptor, DNA strand-complemen-
tary DNA strand and foreign molecule-host molecule interaction forces, with
rapid and repetitive measurements of the current density or fluorescent light
and double measurement and comparison/quotient calculation in at least two
measurement zones or calibration in an analogue manner to the inner standard
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(57) Zusammenfassung

Verfahren zur Durchfiihrung besonders empfindlicher Immuno-Assays
und weiteren Assays, die anf Molekiil-Rezeptor-, DNA-komplementir-DNA-
Strang- sowie Gast-Wirtsmolekiil-Wechselwirkungskriften beruhen, mit
schnellen und repetitiven Messungen der Stromstirke oder des Fluoreszenz-
lichtes und Doppelmessung und Vergleich/Quotientenbildung in mindestens
zwei MeRzonen bzw. Kalibrierung analog der Methode des inneren Standards,
unter Verwendung stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmarkierter Analytmole-
kiile bei Immuno-Assays und ghnlichen Assays.
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Verfahren und Vorrichtung zur Empfindlichkeits- und Selektivititssteige-
rung bei Immuno-Assays, Molekiil-Rezeptor-, DNA-komplementir-DNA- und
Gast-Wirtsmolekil-Wechselwirkungs-Assays

Die Erfindung richtet sich auf ein aligemein anwendbares Verfahren, das
aus einer Kombination ausgewdhlter Schritte besteht und Vorrichtungen
flr extrem empfindliche und ungestérte Konzenirationsbestimmungen belie-
biger Antikérper-Antigenpaar, komplementérer Molekil-Rezeptorpaare, kom-
plementdrer DNA-Strdnge sowie selektiver Gast-/ Wirtsmolekllpaare.
Ferner betrifft sie eine Vorrichtung zur Empfindlichkeits- und
Selektivitdtssteigerung bei Immuno-Assays, Molekil-Rezeptor-,
DNA-komplementdr-DNA- und Gast-Wirtsmolekil-Wechselwirkungs-Assays.

Die quantitative Analyse komplexer Stoffgemische unter Ausnutzung der
sehr selektiven Antikérper-Antigen-Bindung (Schilssel-SchloB-Prinzip)
und der DNA-Paarbildung bei den sog. DNA-Sonden ist in der Biochemie und
Klinischen Chemie eine etablierte Analysenmethode und dementsprechend
weit verbreitet. Meist werden kompetitive Tests mit markierten Antige-
nen, Antikérpern oder DNA-Molekiilen benutzt. Beim Radio-Immuno-Assay
(RIA) ist das der MeBltsung zugesetzte Antigen (bzw. das Antikérpermole-
kUl bei der Sandwich-Methode) radioaktiv markiert. Beim Enzym- Immuno-As-
say (EIA oder das heterogene Enzym-Linked-Adsorbend-Assay, ELISA) ist an
den betreffenden Markermoiekiilen ein sog. Marker-Enzym gebunden. Diese
markierten Molekiile konkurrieren mit den zu messenden, unmarkierten Mo-
lekllen (zu bestimmender Stoff = Analyt) um die Bindung an den meist
trdgergebundenen Antikérper (bzw. DNA-Sequenz), so daB sich die unbe-
kannte Menge Antigen (DNA-Art und Menge) bestimmen 14Bt, wenn zum Ver-
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~ gleich ein Test mit einem Antigen (DNA-Moleklil) bekannter Konzentration
durchgeflhrt wird. Die MeBsignale sind bei dieser Methode umgekehrt pro-
portional zur Konzentration. Bei den sog. Sandwichtests werden markierte
Antikérper benutzt. Diese binden sandwichartig an Antigenmolekiiie an,
die ihrerseits zuvof’konzéntrat1on$abh§gig an trdgergebundene Antikdrper
gebunden sind. :

Die sehr spezifische Bindung zweier komplementérer Molekiile erlaubt na-
tlrlich auch umgekehrt die quantitative Bestimmung des gréBeren Partners
(Antikdper-, Rezeptor-Analyse resp. des komplementiren DNA-Moleklls '
(oder Bio-Oberfldche), welches mindestens in einem Teilbereich eine kom-
plementéfe DNA-Sequenz zur markierten Sequenz aufweist) und sind daher
die wichtigsten biochemischen Analysenverfahren. Nachdem es inzwischen
méglich ist, auch flir kleinere Moleklile (Haptene) monoklonale Antikdrper
in beliebigen Mengen zu produzieren, werden diese immunologischen Metho-
den auch flir die Umweltanalytik zunehmend bedeutsam. Beispielsweise kann
man unter Verwendung monoklonaler Antikérper fir die verschiedenen
Dioxine die gesamten Analysenkosten dadurch erheblich senken, daB nur
bei positivem Ergebnis des immunologischen Tests die sehr teuere GC-MS
Analyse durchgefilhrt werden muB (Screening). |

Die inzwischen traditionellen immunologischen Bestimmungsverfahren (RIA
und EIA bzw. ELISA) weisen erhebliche Nachteile auf, die hinlinglich be-
kannt sind. Entweder treten wegen der Verwendung radioaktiven Materials
Entsorgungs-, Versand- und Lagerprobleme auf oder man muB mit einer Be-
einflussung der immunologischen Reaktion durch das meist, verglichen zum
relativ kleinen Antigenmolekiil, volumindse Enzymmolekll rechnen. Enzym-
markierte Antigen- oder Antikdrpermolekiile (bzw. eines der Partner von
Molekd1-Rezeptor-, Gast-Wirtsmolekil-, DNA-komplementdr DNA-Wechselwir-
kungsmethoden) weisen alle Nachteile enzymatischer Verfahren auf. Die
Lebensdauer des Enzyms ist begrenzt und die enzymatische'Reaktion (Bio-
katalyse) kann bei unbekannten Umweltmatrices durch Inhibitoren oder En-
zymgifte (z.B. Schwermetalle) empfindlich gestért werden, so daB falsche
Ergebnisse auftreten. Meist muB die enzymmarkierte Verbindung aus Stabi-
1itdtsgriinden kiih1 gelagert werden. Wegen dieser abnehmenden Aktivitit
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sind zusétzliche Kalibrierschritte erforderlich und die GLP-Richtlinien
(Gute Labor Praxis), die bei quantitativen Analysen eingehalten werden
misssen, erfordern durch Rickstellproben eine Menge der teureren Enzym-
markierten Verbindungen. Auch ist eine Phasentrennung erforderlich, ein
Substrat muB zugegeben werden, wodurch die Handhabung sehr kompliziert
wird. Die erforderlichen Arbeitsschritte benétigen 1.d.R. einige Stun-
den. Ohne Phasentrennung laufen die sog. homogenen Enzym- Immuno-Assays
(EMIT) ab, die kompetitiv arbeiten und sich nur fiir kleine Antigenmole-
kile eignen.

Uber eine einfache und allgemein anwendbare analytisch-chemische Ausnut-

~zung selektiver Molekiil-Rezeptor Wechselwirkungskrdfte, DNA-Paarbil-

dungsreaktionen sowie der gleichermaBen selektiven Gast-Wirtsbeziehungen
der supramolekularen Chemie zum Zwecke einer quantitativen Bestimmung
oder gar zum Aufbau von entsprechenden Sensoren existieren nur wenige

Vorarbeiten.

Der vorteilhafte Aufbau eines einfachen und preiswerten elektrochemi-
schen MeBsystems, das in Form der Potentiometrie oder Amperometrie den
geringsten apparativen Aufwand erfordert, scheitert in der Regel daran,
daB der zu bestimmende Stoff (Analyt) nicht als potentialbestimmendes
Ion, sondern als neutrales Molekll vorliegt bzw. nicht elektrochemisch
selektiv umgesetzt werden kann. Die Verwendung optischer Methoden (Spek-
tralphotometrie, Fluoreszenzmessung, E11ipsometrie, Surface Plasmon Re-
sonance Spektroskopie, Methode der evaneszenten Welle, usw.) zur Erfas-
sung der oben erwdhnten spezifischen Molekil-Wechselwirkungen ist be-
schrieben worden. Einige kénnen die immunologische Reaktion auch ohne
markierten Partner aufgrund der Anderung des Brechungsindexes an einer
Phasengrenze erfassen, haben aber groBe Probleme bei kleinen Analytmole-
kilen (wie in der Umweltanalytik Ublich) im Spurenbereich (< 1 ppm), da
die nichtspezifische Bindung von stérenden Begleitstoffen, die sogar
meist in einem groBen UberschuB neben dem Analyten in einer realen Probe
mitanwesend sind, empfindlichkeitslimitierend ist.
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Optische Verfahren mit den Ublichen Fluoreszenzmarkern, die eine Anre-
gungswellenldnge im UV oder sichtbaren Bereich erfordern, benttigen ei-
nen hohen apparativen Aufwand, der einer weitverbreiteten Routineanwen-
dung im Wege steht. Der Aufwand zur Stabilisierung der Lichtquelle, zur
Monochromatisierung mittels eines streulichtfreien Monochromators, zur
Vermeidung von Fremd]ichte1nf1usseh, zur Empfindlichkeitssteigerung etc.
erfordert apparative Aufbauten, die sehr komplex und damit teuer sind.

- AuBerdem werden neben den fluoreszierenden Molekllgruppen des Markers
auch viele Stoffe in typisch biologischen Matrices mitangeregt (z.B.
Tryptophan u.a.), so daB ihre F]uoreszenz nicht von der des Markermole-
kils unterschieden werden kann, was die Nachweisgrenze extrem.vgr-
schlechtert. Lediglich die Markierung mittels speziellér Fluoreszenzmar-
ker, die nach der Methode der zeitverzdgerten Fluoreszenz arbeiten, kann
diese Probleme umgehen. Diese Methode behﬁtigt aber teurere Gerdte und
wird praktisch nur mittels sog. Ehhancement-sthritte zur Steigerung der

Empfindlichkeit durchgeflhrt, was aber einen zusitzlichen Arbeitsgang
bedeutet. :

In der deutschen Patentanmeldung DE 3916432 Al von 1990 wird ein poten-
tiometrisches Verfahren zur Detektion einer Immuno-Reaktion zwischen un-
markierten komplementdren Partnern beschrieben, welches aber ebenfalls
bei kleineren Analytmoiekilen in einem Bereich unter 1 ppm anwendbar ist.

Bei Immuno-Assays, die wie die Affinititschromatographie betrieben wer-
den und bei denen eine Verdringungsreaktion mit einem markierten Analyt-
molekll ausgenutzt wird, beschreibt der Stand der Technik bisher nur
Messungen mittels DurchfluBmeBzellen, bei denen die Wechselwirkungzeit
(=reine MeBzeit) mit den messenden Gr&Ben (Licht, Strom etc.), durch die
Strémungsgeschwindigkeit vorgegeben, relativ kurz (nur wenige Sekunden)
ist. Eine derartig kurze MeBzeit erlaubt vor allem bei DurchfluBmessun-
gen keine hohe elektronische Dimpfung. Daher sind der elektronischen
oder optoelektronischen Verstérkungstechnik durch das in den empfind-
Tichsten Bereichen stark abfallende Signal-zu-Rausch-Verhdltnis
(S/R-Verh&ltnis) Grenzen gesetzt. Ebenfalls unméglich sind bei dem
schnellen Durchstromen der markierten Substanz durch den DurchfluB-De-
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tektor Wiederholmessungen, die sich bei Mittelwertbildung &hnlich posi-
tiv auf das S/R-Verhdltnis auswirken. Darilber hinaus benttigen Wieder-
hoimessungen einen Bezugspunkt, d.h. eine Untergrundmessung (B1indwert-
messung oder engl. blanc value), die eine ensprechende Vorrichtung ver-
langt.

Uber eine einfache und quasi automatische Abtrennung der ebenfalls aus
der immunologischen Reaktionszone austretenden Probenmatrix mit stéren-
den Komponenten wird auBer im Zusammenhang mit den heterogenen ELI-
SA-Techniken, die einen zusétzlichen Abtrennungsschritt vorschreiben, im
Stand der Technik nichts berichtet. Dies ist aber fir richtigé Messungen
von zentraler Bedeutung und unabdingbare Voraussetzung bei repetitiven
Messungen, bei denen sich natUrlich Fehimessungen ebenfalls addieren.

Eine Gleichstellung von Immunoreaktionen mit Rezeptorreaktionen bzw.
DNA-Paarbildung und molekilerkennenden Gast-/Wirtsmolekll-Einlagerungen
bezilglich der erfindungsgeméBen, allgemein gliltigen, sensorisch ausnutz-
baren Anordnung wurde bisher nicht beschrieben, da die Markierung mit
einem voluminbsen Enzym diese selektiven Bindungsreaktionen sehr stark
behindert (sterische Behinderung). Dies ist bei den relativ kieinen Re-
dox-Systemen oder IR-fluoreszierenden Molekilen nicht der Fall.

Es besteht daher ein Bedirfnis fir ein generell anwendbares Verfahren
und eine Vorrichtung, die die bekannten Nachteile der direkt anzeigenden
und auch der mit markierten immunologischen Partnern ablaufenden Verfah-
ren (alle derzeitigen Immuno-Assays) vermeidet.

Die Aufgabe der Erfindung, die Empfindlichkeit zu erhéhen bei gleichzei-
tiger Verminderung der bekannten Querstdrungen aller traditionellen Im-
muno-Assays und &hnlicher Verfahren, wird erreicht insbesondere durch
die ausgewdhlte Kombination von mehreren Verfahrensschritten gemiB An-
spruch 1. Zur Erzielung der geforderten extrem niedrigen Nachweisgrenze
im Spurenanalysenbereich werden erfindungsgemiB anstelle der anfdlligen
und ungenauen enzymatischen Signal-Verstérkungsmethoden repetitierbare
elektrochemische und optische MeBmethoden zusammen mit einer speziellen
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elektronischen Signé1aufbereitung'(Signal-Mittelwertsbildung) und ent-
sprechenden MeBanordnungen angewandt.

Der zu bestimmende Immuno-Partner (Antigen oder~Antik6rpér, Moleklil oder
dazugéhﬁriger Rezeptor, Gastmolekiil oder dazugehériges Wirtsmolekil,
DNA-Strang und dézugehﬁrige'komplementére Sequenz) wird bei dem erfin-
dungsgemiBen Verfahren entweder mit einem stabilen Redox-System oder ei-
ner stabilen, im Infrarotbereich (> 700 nm) fluoreszierenden Verbindung
haltbar (z.B. kovalent gebunden) verbunden. Die Auswahl dieser beiden
Marker-Molekiilsorten erfolgte nach umfangreichen Vorversuchen und an
Hand bestimmter Kriterien, die hiermit offenbart werden. Als Redox-Sy-
steme eignen sich vorzugsweise anorganische oder organische Systeme mit
hohen Standardaustauschstromdichten an inerten Metallelektroden. Bei den
Fluoreszenz-Markern sind Moleklle, die mit preiswekten Laserdioden zur
Fluoreszenz im fernen Infrarot (> 800 nm) angeregt werden kinnen, die
vorteilhaftesten Markermolekiile. '

Das erfindungsgemédBe Verfahren ist einfacher, empfindiicher, schneller,
richtiger und daher letztendlich auch preiswerter als alle bisher be-
schriebenen Immuno-Assays. Vorteilhafter ist auch die direkte, extrem
empfindliche und schnelle Erfassung von kleineren Antigenen, die nach
den oben erwdhnten Offenlegungschriften mit den dort beschriebenen Ver-
fahren nur mangelhaft oder Uberhaupt nicht mbglich ist. Gerade hier exi-
stiert aber ein groBer Anwéndungsbereich fur die neue Molekiilanalytik
(Schadstoffanalytik) vor allem im Bereich des Umweltschutzes oder der
Uberwachung von maximalen Arbeitsplatzkonzentrationen sowie der klini-
schen Chemie (medizinischen Diagnose, Pathologie, Gerichtsmedizin).

Das erfindungsgemdBe Verfahren kann unterschiedlich durchgeflihrt werden:

In einer vorteilhaften Version wird das markierte Analytmolekil zuvor an

dem immobilisierten Partner gebunden. Das unmarkierte Analytmolekil in

der Probe verdrédngt bei Kontakt mit den gebundenen, markierten Partnern
~ sein markiertes Gegenstiick (redox- oder fluoreszenzmarkiertes Anti-

gen- oder Antikbrpermolekiil = markiertes Analytmolekll) aus der Oberfli-
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chenbindung, welches dann durch eine Flussigkeitsstrémung wegtranspor-
tiert wird.

In einer anderen Version wird der Probe das markierte Analytmolekil in
einem bekannten Verhdltnis zugesetzt und man 1iBt die Mischung mit den
immobilisierten Immuno-Partnern (worunter alle oben erwihnten komp1emen-
tdren Systeme zu verstehen sind) in Wechselwirkung treten. Je nach der
Konzentration des Analyten werden unterschiedliche Mengen des markierten
Analytmoleklls kompetitiv gebunden, wobei eine umgekehrte Relation be-
steht. Bei beiden Versionen werden die nichtgebundenen oder freigesetz-
ten markierten Analytmolekile auf kleinstem Raum wieder mittels des be-
treffenden immunologischen (komplementéren) Partners, der immobilisiert
oder 6rtlich begrenzt und fixiert voriiegt, gesammelt, aufkonzentriert
und durch Splien von anhaftender Probenmatrix gereinigt.

Bei der erfindungsgeméiBen Vorrichtung, bei der eine elektrochemisch und
optisch zugéngliche Oberfl&che vorliegt, kann aber auch der Teil vermes-
sen werden, der nicht der Eluatsammlung entspricht. Beim kompetitiven
Test, bei dem die Oberfliche der Vorrichtung vor Kontakt mit der Probe
mit immobilisierten Partnermolekiilen bedeckt ist, die mit ihrem markier-
ten Komplementdrmolekll abgesittigt sind, kann auch die Abnahme der In-
tensitdt der Markierung gemessen werden, die der Analytmenge proportio-
nal ist. Bei dem anderen kompetitiven Test, bei-dem markierte und unmar-
kierte Analytmolekiile zusammen zu den immobilisierten Komplementédrmole-
kilen, die freie Bindungsstellen haben, zugesetzt werden, ist die Zunah-
me an markierten Molekilen in diesem Oberflichenbereich der Konzentra-
tion des Analyten umgekehrt proportional. Hier ist die Menge der mar-
kierten Moleklle, die die immunogene Zone ungebunden passieren, der
Analytmenge direkt proportional. Bei der Messung zugénglichen Oberfli-
chen kann man also bei einer derartigen immunologisch-analytischen Vor-
richtung das Analysenergebnis doppelt (redundant) erhalten. Diese zwei-
fache Bestimmungsmoglichkeit ist neu und verbessert die Zuverldssigkeit
des gesamten Immuno-Assays erheblich. Fehler und Stérungen kénnen durch
die mangeinde Ubereinstimmung dieser beiden MeBwerte sofort erkannt wer-
den.
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Das erfindungsgeméBe Verfahren lduft auf eine Doppelbestimmung des Ana-
lyten hinaus. Die Abnahme der dber die immunogene Zone integrierten Sig-
nalintensitdt (konzentrationsproportional) muB bei einem Verdrédngungsas-

~ say der betreffenden Zunahme in der "Molekl1fénger"-Zone (s. Abb. 2)
entsprechen. Analoges gilt auch fir die Methode, bei der das markierte
Analytmolekil vor jeder Analyse der Probe in einem bekannten Verhdltnis
beigemischt wird. Durch ein Auffangen der nichtgebundenen markierten und
unmarkierten Analytmolekiile in einer speziellen Fédngerzone 148t sich aus
der dort meBbaren Konzentration an markierten Analytmolkllen direkt auf
die Konzentration der unmarkierten Analytmolekiile, die in der Probe vor-
Tiegen, schlieBen. Je hsher die Konzentration an markierten Analytmole-
kilen nach dem Durchstrémen der 1mmunogénen Zone, desto hoher die Ana-
lytkonzentration in der Probe.

Ein weiterer Vorteil (empfindlicher und ungestorter als bisherige Ver-
fahren auf nicht enzymatischer Basis) der Erfindung ist die Abtrennung
der nicht spezifisch gebundenen Matrixsubstanzen vor der eigentlichen
Messung sowie die Sammlung oder Anreicherung der markierten Molekille auf
einer flachen Oberfldche, auf der unmarkierte Partnermolekiiie mit freien
Bindungsstellen fest angebunden sind, so daB sie die markierten Partner,
die den anderen immunologischen Bindungsbereich ungebunden durchlaufen
haben oder dort durch den unmarkierten Analyten freigesetzt (aus der
Bindung verdrdngt) wurden, spezifisch anbinden. Die auf einer flachen
Oberfliche angebundenen markierten Analytmolekiile, deren Menge nach Ka-
libration eine Information Uber die in der Probe vorliegenden (unmar-
kierten) Analytmolekiile erlaubt, kénnen dann, je.nach'Art.der Markie-
rung, elektrochemisch oder optisch bestimmt werden, wobei sowohl Tange
MeBzeiten mit hoher Dimpfung als auch zyklische oder repetitive Messun-
gen mit elektronischer {oder fechnergestutzter) Mittelwertbildung még-
lich sind. Nach den Gesetzen der Statistik 148t sich durch N Messungen
das Signal-zu-Rausch-Verhdltnis um den Faktor Wurzel-N verbessern.

Anstelle der spezifisch bindenden Immuno-Partner-Molekile mit freien

Bindungsplétzen als selektive "Molekiilfénger" nach der priméren kompeti-
tiven Immuno-Reaktion kdnnen auch andere Sammelphasen verwendet werden.
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Bei 1ipophilen Analytmoiekillen reicht dazu eine zu durchstroémende Zone,
die mit 01 oder Wachs (oder PVC plus Weichmacher o0.i.) getriinkt ist,
aus. Alternativ kann daflir auch ein Material verwendet werden, daB in
der reversed phase Chromatographie Ublich ist (z.B. RP-18 stationdre:
Phase). Das letztere bietet sich insbesondere an, wenn ionisch vorlie-
gende Analytmolekiile festgehalten werden sollen. Hier gibt man der
F1ieBldsung ein entsprechend geladenes, 1ipophiles Gegenion zu. Dadurch
kommt es zu einer Ionenpaarbindung im 01 oder Fett, welche eine Er-
schwerung der Passage der markierten Analytmolekiile durch diese Molekil-
fiangerzone bewirkt. Sie werden sich bei einer strémenden Trégerldsung
gegen Ende der lipohilen Zone anreichern und kénnen so der empfindlichen
Messung zugdnglich gemacht werden. '

Eine besonders einfache und elegante Vorrichtung stellt in diesem Zusam-
menhang mit der Erfindung die Verwendung von teststreifenihnlichem chro-
matographischen Material dar. Hier kann sowoh! die Papierchromatographie
(erweitert um die Membranfiltermaterialien auf Celluloseacetat, -nitrat
0.d. Basis) als auch die Dinnschichtchromatographie Material-Lieferant
(s. Abb. 2) sein. Die Produktion der erfindungsgemiBen Vorrichtungen ge-
schieht denkbar einfach und rationell. Im Bereich der umweltanalytischen
Anwendung des hier offenbarten Verfahrens werden die entsprechenden
poly- oder monoklonalen Antikérper bzw. Fab-Fragmente mit Hilfe be-
kannter Bindungstechniken (kovalente Immobilisierung mittels Spacermole-
kiile und Fc-Teil bindenden Komponenten) richtig orientiert (Bindungs-
stellen nach auBen) auf Uber 75 % der Teststreifenfliche aufgebracht.
Nach Fixierung dieser analyterkennenden Makromolekiile auf der Teststrei-
fenoberfléche wird der Anfangsbereich in eine Lésung getaucht, die nur
markierte Analytmoleklle enthdlt. Dadurch werden alle Bindungsstellen
mit diesem markierten Analytmolekiil abgesittigt. Die Lénge dieser immu-
nogenen Zone entspricht dabei der GréBe des MeBbereichs. Danach wird
grindiich gesplit, um rein adsorptiv gebundene, markierte Analytmolekille
zu entfernen. Der Rest des Teststreifens enthilt nunmehr die analyter-
kennenden Antikérpermoiekile (oder bei den anderen analogen Reaktionen,
die entsprechenden DNA’s oder Wirtsmoleklle) mit freien Bindungsstellen
und dient als Molekllfédnger fir die spitere Messung. Zum AbschluB dieser
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Sammelzone kann vorteilhafterweise eine diinne Zone mit Dialysier-Eigen-
schaften verwendet werden.

Dadurch wird erreicht, daB der flieBende Grundelektrolyt (durch die Art
der Antikdrpermolekiile bestimmt) zwar diese Zone passieren kann, die
gréBeren markierten Analytmolekiile aber zurlickgehalten werden und da-
durch in einer extrem kleinen Zone auch angereichert werden. Diese An-
ordnung kann auch in durchsichtigen Glasrdhren oder preiswerteren Pla-
stikrdhren, gefll1t mit dem betreffenden chromatographischen Material,
durchgefilhrt werden. Falls diese Rohre mit der Dia]ysiermembran abge-
schlossen wird, kann man auch auf andere Sammelzonen verzichten. Hier
muB nur der ungehinderte Zugang der optischen Strahiengénge garantiert
werden, die hier vorzugsweise nicht seitlich der Réhre sondern axial an-
gebracht werden. Bei redoxmarkierten Analytmoleklien wird diese Dialy-
sierfolie demontierbar angebrécht, so daB deren Innenseite mit den auf-
gesammelten, markierten Analytmoleklilen, die in der priméren Immunozone
ana]ytproportiona1 freigesetzt worden sind, der planaren elektrochemi-
schen Zelle zugénglich gemacht werden. Selbstverstindiich kann letztere
auch zuvor durch mikroelekironische Methoden fest auf die Innenseite der
Dialysierfolie aufgebracht sein.

Die Elektrodenflédchen sind m1n1atur1siert und erfordefn nur minimale
Ede1meta11mengen, so daB auch in diesem Fall die Prifrdéhrchen-dhnlichen
Gebilde nach einer Messung verworfen werden kénnen. Die Réhrenanordnung
erfaBt wegen der gréBeren Menge an immobilisierten analyterkennenden und
-bindenden Antikdrpermolekiilen einen gréBeren Konzentrationsbereich des
Analyten, d.h. die Kalibrierkurve geht spéter als bei den planaren An-
ordnungen in einen Sdttigungsbereich liber. Die Auéwertung kann auch {iber
die verdréngten Strecken (oder integriert davon) erfolgen (s. Abb. 2).
Dazu kann ein preiswerter Laserdioden Scanner verwendet werden.

Zur Anreicherung der'fre1geSEtzten oder nicht gebundenen markierten
Analytmolekile kann sowohl bei der Verdringungsmethode als auch beim
kompetitiven Verfahren (jeweiliger Zusatz von markierten Analytmolekiilen
zu Begfnn des Assays) auch eine freie Endzone der oben erléuterten An-
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ordnungen dienen, bei der aber das Lésungsmittel verdampft. Die ausge-
wihiten, stabilen Redox-Marker-Molekile sowie die IR-Fluoreszenzmoleklile
vertragen dabei auch Temperaturerhshungen. Bei Ant1k6rpervertr§§11chke1t
lassen sich auch leichter verdampfbare Losungsmittel zu Effizienzsteige-
rung verwenden, wobei auch eine Zudosierung nach der primiren immunoge-
nen Zone mbglich wird. Wichtig 1st, daB die Verdampfung zur Konzentrie-
rung der Markermoleklle auf eine kleine Zone (Bereich) beschrinkt wird.
Weil dadurch das Losungsmittel die zu detektierenden Molekiile dorthin
transportiert bevor es verdampft und seine Transportfracht dort zurlck
1Bt. Die Abb. 1 bis 2 verdeutlichen anhand von Skizzen die verschiede-
nen Anordnungsmbglichkeiten.

Die erfindungsgemdB optimierte elektrochemische MeBmethode stellt eine
zyklische Voltammetrie in Verbindung mit einem stabilen Redoxsystem dar,
wobei sich letzteres von allen méglichen dadurch auszeichnet, daB es ei-
ne besonders hohe Standardaustauschstromdichte besitzt. Die zyklische
Voltammetrie garantiert bei Dinnschicht-MeBzellen, daB nettomdBig keine
MeBsubstanz elektrochemisch umgesetzt, d.h. verbraucht wird. Hierbei
wird stets nur oxidiert und reduziert. Die héchste MeBempfindlichkeit
wird erfindungsgemdB dann erzielt, wenn der Potentialbereich, in dem die
Arbeitselektrode(n) zyklisch betrieben wird, das Halbstufenpotential des
Redoxmarkers einschiieBt (+/- 200-600 mV). Bei hohen Potentialdnderungs-
geschwindigkeiten (>> 500 mV/sec Scanrate) entstehen bei Arbeitselektro-
den > 10 mm anodische und kathodische Stromspitzen, die der Konzentra-
tion des Redoxsystems proportional sind. Je héher die Scanrate desto
gréBer werden die Stromspitzen, was einer Empfindlichkeitssteigerung
gleichkommt. Werden als Redox-Marker, Systeme mit den hichsten Standard-
austauschstromdichten (z.B. Ferrocenverbindungen, Rutheniumkomplexe,
Hexacyanoferrat II/III, J°/J u.a. verwendet, dann stéren nicht voli-
sténdig abgetrennte Redoxsystem aus der Probenmatrix wesentlich weniger, -
wenn mit kurzen Zykluszeiten (schneller Spannungsrampen) gearbeitet
wird. Die besten, reversiblen Redoxsysteme lassen hierbei durchaus (ber
1000 zyklische Voltammogramme pro Sekunde (1000 Hz 1) zu. Restbestinde
von weniger reversiblen, eventuell stérenden Redoxsystemen aus der Pro-
benmatrix Tassen sich elektrochemisch nicht so schnell umsetzen und er-
zeugen daher auch kein MeBsignal (StromfiuB).
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Alternativ kénnen andere elektrochemische Methoden angewandt werden, die
zu keinem Verbrauch oder Netto-Umsatz des reagierenden Systems flhren,
d.h. auch die Methode der Pulsvoltammetrie oder der differentiellen
Pulsvoltammetrie oder der Square-wave Voltammetrie sind hierzu geeignet,
lassen sich aber aus pr1nzip1e11en Grunden nicht so schne11 zyklisch be-
treiben.

Ein weiterer erfindungsgeméBer Verfahrensschritt, der vorteilhafterweise

zur gewlnschten extremen Empfindlichkeitssteigerung fihrt, 1iegt in ei-

ner speziellen Kompensationsmethode fiir den bei schnellen Arbeitselek-

trodenpotential-Scanraten zunehmenden kapazitiven Strom, der den Signa1-
untergrund bildet.

Dazu wird ein computergesteuertes Auswertsystem verwendet, das mittels
eines schnellen AD-Wandlers wie ein Scanrecorder arbeitet. Die Kompensa-
tion des nicht-faradayschen Untergrundstromes, die ebenfalls zur Emp-
findlichkeitsteigerung einen entscheidenden Anteil beitrégt, kann auf
zwei Arten erfolgen, die fir sich allein oder zusammen verwendet werden
konnen. Bei Arbeitselektroden mit Durchmessern Uber 10 mm wird die Ka-
nalzuordnung des Scanrecorders bei Erreichen des Poientia]umkehrpunktes
ebenfalls umgekehrt, als ob mit einem X-Y-Scheiber die Spannung an der
Arbeitselektrode gegen den fiieBenden Strom (engl. C-V Diagram) aufge-
zeichnet wirde. Da dies einer einfachen Signaladdition gleichkommt, kom-
pensieren sich pro MeBkanaT'(Zeitfénster oder Potential) gleich groBe
anodische und kathodische Stréme. LedigTich bei den um ca. 60 mV ausein-
anderliegenden Stromspitzen ist das nicht der Fall.

Ein weiterer Schritt, der flir das Ziel dieser Erfindung wesentlich von
Vorteil ist, ist die erst durch schnelle Wiederholmessungen ohne Ver-
brauch der gemessenen Substanz mégliche elektronische Mittelwertbildung.
Mit einem Signalmittelwertbildner 148t sich zusitztlich dabei auch noch
das Signal/Rauschverhditnis (S/R) drastisch steigern, weil man mehrere

~ Tausend Zyklen mitteln kann. Da man bei reversiblen Redoxsystemen leicht
weit Uber 100 Potentialzyklen pro Sekunde (>>100 Hz) durchscannen kann,
ergibt sich hier beispielsweise schon in einer Sekunde eine Verbesserung
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des Signal-zu-Rausch-Verhdltnisses um den Faktor 10. Bei MeBzeiten, die
denen der Immuno-Assay-Verfahren mit Enzymmarkern entsprechen, ergeben
sich Verbesserungen dieses die Nachweisgrenze bestimmenden S/R-Verhilt-
nisses um mehrere GrBenordnungen, ohne daB die Nachteile der empfindli-
chen EiweiBmoleklile (Enzyme) hier storen. Das zweite Verfahren zur Un-
terdriickung des stérenden kapazitiven Stromuntergrundes bei der zykli-
schen Voltammetrie verwendet als Arbeitselektrode ein Ultramikroelektro-
den-Array mit Einzelelektrodendurchmessern von unter 10 mm. Hier entste-
hen keine anodischen und kathodischen Stromspitzen mehr sondern eine
Stromstufe mit gut ausgeprégten Plateaus. Die Stufenhshe ist ihnlich wie
bei der Polarographie der Konzentration des elektrochemisch umgesetzten
Redoxsystems (Markermoleklils) proportional. Die erfindungsgemiBe Vor-

' richtung verwendet hierzu eine planare Array-Anordnung von ca. 2000 Ein-
zelelektroden mit 3 mm Durchmesser, bei der die Bezugs- und Gegenelek-
trode bereits optimiert in die Oberfliche integriert vorliegt. Hier hat
sich nur eine von vielen mbglichen geometrischen Anordnungen als geeig-
net erwiesen (siehe Abb. 3).

Die neue Anwendung der zyklischen Voltammetrie zur Erzielung extremer
MeBempfindlichkeiten bei Redoxsystemen oder Markermb]ekﬂlen mit Redox-
gruppen ist dadurch méglich, weil durch die abwechselnde Oxydation und
Reduktion kein Verbrauch des MeBstoffes auftritt. Eine Wegdiffusion des -
Redoxsystems wird erfindungsgeméB dadurch gelést, daB eine Dlnnschicht-
zellen-Anordnung gewdhlt wird. Hierbei werden die Arbeitselektrode(n)
sowie die Gegen- und Referenzelektrode gegen die mit Grundelektrolyt be-
feuchtete Oberfldche mit den redoxmarkierten Partnermolekiilen gedriickt.
Gegebenenfalls kénnen die unmarkierten Partnermolekiile, die die redox-
markierten Moleklle binden, auch direkt auf oder unmittelbar neben der
Elektrodenoberfidche immobilisiert sein. Die Zyklisierung 1st bei Nach-
weisgrenzen unter 1 ppb (Redox-System) notwendig, denn bei solch extrem
Kleinen Konzentrationen missen méglichst alle Molekile elektrochemisch
erfaBt werden. Dann entspricht eine Stromstérke von einem mA einer umge-
setzten Substanzmenge von ca. 10'10 mol/sec. Derzeitig erlauben gute
elektrochemische MeBzellen auch noch zuverldssige Strommessungen im
nA-Bereich, was einer tausendfach kleineren Umsatzrate entspricht. Durch
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die Signalmittelwertbildung werden nunmehr Pico- und Femto-Amperstréme
meBbar, was zu Umsatzraten von 10'16 resp.rlo'19 mol/sec fithrt.

- Bei der optischen Detektion erhdlt man die gewiinschte Empfindlichkeits-
steigerung durch die Kombination von mehreren, mindestens zwei Verfah-
rensmaBnahmen. Als erste MaBnahme verwendet man Markermolekiile, die im
IR stark absorbieren, und im noch ferneren Infrarot fluoreszieren, weil
dadurch der stérende Fluoreszenzuntergrund von einigen EiweiBmolekllen

~ (z.B. bei biologischen Matrices) nicht auftritt und die preiswerten La-
serdioden als Anregungsquelle hoher spektraler Leuchtdichte besonders
vorteilhaft sind. Das emittierte Laserlicht erlaubt durch seine geringe
Strahlkonvergenz besonders exakte Abgrenzungen des MeBfensters. Als wei-

tere MaBnahme verwendet Fluoreszenzmarkermolekiile, deren Fluoreszenz be-

sonders Tangsam abklingt, so daB man diese Fluoreszenz gut von der
schnell abklingenden der stérenden Molekiile in der Probenmatrix abtren-
nen kann. Im Gegensatz zu einer kommerziell erhdltlichen Anordnung, bei
der einfach das Anregungslicht durch einen Shutter unterbunden wird, und
die eigentliche Messung des Fluoreszenzlichtes erst nach einigen Milli-
sekunden (nach v1lligen Abklingen der Stérfluoreszenzstrahlung) beginnt
und Uber eine gewisse Zeit integriert wird, geschieht die Auswertung bei
dem erfindungsgemiBen Verfahren lber eine direkt und schneller messende
elektronische Beriicksichtigung der langsameren Abklingzeit. Hierzu wird
ein Lock-In Verstdrker benutzt, der eine frequenz- und phasenselektive
Verstédrkung ermiglicht. Die Unterdriickung der stdrenden Fluoreszenz mit
der schnellen Abklingzeit geschieht hier durch eine geeignete Wahl des
Phasenwinkels am MeBgerit. Vorteil dieser Methode gegeniiber der Zihlra-
tenmethode (Photonenzéhlung) der kommgrzie]]en Version ist die hbthere
Empfindlichkeit, weil die frequenzselektive Verstdrkung nur einen Bruch-
teil des meist weiBen elektronischen Rauschens des Photo-Empfingers ver-
stérkt und weil bei hbheren Licht-Chopper Frequenzen gearbeitet werden
kann, was die Anzeigegeschwindigkeit drastisch erhsht, so daB auch

~ DurchfluBmessungen, wie bei der FIA iblich, noch ehtsprechend sensitiv
durchgefiihrt werden konnen.
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Diese u.a. Vorteile werden bei der Erfindung erhalten durch::

A)

B)

C)

D)

E)

eine Art Affinitétschromatographischer Séule oder auch eine offene
oder der optischen und elektrochemischen Messung zugénglichen Ober-
fléche eines beliebigen Tégermaterials mit immobilisierten Partner-
molekllen zu dem zu bestimmenden Molekiil (Analyt);

eine gleichartige der Messung zugingliche "Sammeloberfliche" fir
freigesetzte markierte Analytmoleklle (im Falle einer Verdréngungs-

‘reaktion auf obiger Sdule oder Oberfliche, die méglichst vollstindig

mit markierten immunogen gebundenen Analytmolekiilen belegt ist,
durch unmarkierte Analytmolekile);

eine erfindungsgemiBe flache elektrochemische MeBzelle in einer aus
zwei oder drei Elektroden bestehenden potentiostatischen Schaltung
mit einer oder mehreren Arbeitselektroden, die eine Zyklovoltamme-
trie im elektroaktiven Bereich des betreffenden Redoxsystems (repe-
titive Oxidation und Reduktion) durchflhrt und die in unmittelbaren

Kontakt mit der "Sammeloberfliche" oder der unter A) genannten ge-
bracht werden kann;

eine Fluoreszenzanordnung, die mittels Laserdioden zur Fluoreszenz
bei Emissionswellenlingen > 700 nm anregt und die schnell zwischen
einem unmarkierten Untergrund und den Stellen, wo die optisch mar-
kierten Analytmoleklile auf den betreffenden Oberflichen festgehalten
werden hin und her oszilliert (alternativ kénnen auch Fluoreszenz-
marker verwendet werden, die die Methode der zeitverzégerten
Fluorszenz ermdglichen, wobei aber hier die direkte und schnelle
Messung mittels eines elektronischen phasenselektiven Verstirkers
erfolgt, die ebenfalls mit Hilfe von Lichtleitern schnell zwischen
einem unmarkierten und markierten Untergrund hin und her oszillieren
kann).

einen elektronischen Signalmittelwertbildner oder eine computerge-
stlitze Aufaddition von Signal-Zeit-Kurven (Zeit proportional zur
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Spannung bei der elektrochemischen Detektion oder zum MeBort beim
optischen Verfahren). Dabei mittelt sich ein statistisches elektro-
nisches Rauschen in den héchsten Empfindlichkeitsbereichen zu Null.

F) Falls bei der auswertenden Messung sowohl die Anderung der markier-
ten Analytmolekiile in der primdren immunogenen Zone als auch die in
der Sammelzone erfaBt wird, kann man neben e1ner'Doppe1messung auch
durch Quotientenbildung eine Art innere Standardisierung durchfih-
ren. Dies verbessert die Zuverlissigkeit der Messungen &hnlich wie
bei der internen Standardisierung von emissionsspektroskopischen
Methoden.

Die Oberfldche mit dem immobilisierten immunologischen Partnerﬁo]ekul
zum Analyten sollte im Interesse eines groBen MeBbereichs hoch beladen
sein. Auch muB das betreffende Molekil mit einer richtiden Orientierung
(Epitop-Bereich auBen) dort immobilisiert sein. Dies 148t sich u.a. auch
unter Zuhilfenahme eines geeignet gewdhlten elektrischen Feldes (oder
Stromes) an der Phasengrenze Trédgeroberflidche/MeBT6sung beWerkste1ligen.
Dadurch kommt es zu einer gerichteten Immobilisierung dieser Partner,
ohne daB teure Spezialsubstanzen (als Uibliche Spacermolekiile) dafiir be-
~ nétigt werden. Die gerichtete Immobilisierung ergibt zusammen mit einer
hohen Immobilisierungsdichte eine hohe MeBempfindlichkeit und einen
gfoBen MeBbereich. A]ternativ kénnen die immobilisierten Partnermolekiile
aber auch durch die bekannten Techniken mittels FC—Tei1 bindender
Spacermolekile (bei der im Umweltanalytikbereich Ublichen Immobilisie-
rung von Antikérpern) an Trégeroberfldchen (z.B. Glas-Beads, chromato-
graphische stationiﬁre_Phasen, Mikrotiterplatten etc.) angebunden werden.

Als besondere Variante der Ausflihrungsbeispiele bietet sich auch Papier
als preiswerter Trdger an. Hier kann sowohl l1aboribliches Filterpapier
als auch Membranfiiter auf der Basis von Cellulose oder anderer Materia-
Tien dienen. Auch chromatographische Dinnschicht Triger sind hierflr
hervorragend geeignet, da sie oberflichlich Teicht zu modifizieren sind.
Eine bevorzugte Art sind in diesem Zusammenhang Diinnschichtplatten mit
oder ohne Fluoreszenzgrundmarkierung, die schon in ein sog. Reversed
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Phase (RP-Material) modifiziert wurden. Hier gelingt die gerichtete Im-
mobilisierung der Partner Moleklisorte (d.h. des jeweils nicht den Ana-
Tyt darstellenden Partners dieser sich gegenseitig bindenden komplemen-
tdren Moleklle) dann besonders gut, wenn man diesen Molekllen gezielt
gegenliber dem Epitopbereich eine oder mehrere langkettige aliphatische
Reste (CS'CZS) ansynthetisiert oder bei Antikdrpern die gentechnisch
erzeugten Fab-Fragmente mit den spezifischen Bindungstellen 1ipophile
Molekllgruppen an der gegeniiberliiegenden Molekllstelle erzeugen 14Bt.
Die Tipophilen Reste der zu immobilisierenden Moleklile tauchen dann in
die aliphatische Molekiilbiirste der Trégeroberfliche ein und werden so
bei héchster Dichte ohne Beeintrichtigung des Bindungsverhaltens
fixiert. Sie konnen aber bei Denaturierung oder Desaktivierung wie in
der Chromatographie Ublich eluiert werden, so daB der Triger fir eine
Immobilisierung mit frischen Molekiilen zur Verfligung steht. Bei Verwen-
dung von Dinnschichtplatten auf Basis einer Aluminiumfolie 148t sich
letztere auch elegant bei der elektrochemischen Detektionsmethode als
Gegenelektrode verwenden.

Dieser ProzeB kann auch dynamisch im Rahmen einer F1ieBinjektionsanalyse
automatisiert werden, d.h. auf die unbeladene RP-Oberfliche werden zu-
ndchst die zu immobilisierenden Moleklle (ohne gebundenes Analytmolekil
mit Marker aber auch mit) gegeben bevor nach einer Splilung zum Entfernen
des Uberschusses im Fall der unbeladenen Molekile die markierten Analyt-
molekile bis zur Abséttigung Uber die Oberfliche geleitet werden. Nach
einer erneuten Spiilung kann dann die Probe aufgegeben werden. Die Ver-
wendung von zugédnglichen flachen Oberflichen fir die Immobilisierung der
Partnermolekiile kann einen Verfahrensschritt ersparen, denn man kann die
Menge der dort gebundenen markierten Analytmoleklle bei beiden Versionen
(Vorimmobilisierung mit markierten Analytmolekiilen und Konkurrenzbindung
von der mit der Probe zugesetzten markierten Ana]ytmoleku1eh) sowohl mit
der planaren elektrochemischen MeBzelle (durch einfaches Aufpressen auf
die Oberfléche) als auch mit der optischen Fluoreszenzmethode leicht be-
stimmen ohne eine zusdtzliche Sammeloberfliche zu benutzen.
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Bei beiden Detektionsmethoden ist es wichtig, daB stérende Stoffe aus
der Probenmatrix vor den eigentlichen Messungen fortgesplilt werden. Dies
erfolgt durch reine, gepufferte Elektrolytlésung, die sowohl die Stabi-
11t4t der Biomolekilile unterstitzt als auch den Grundelektrolyt flir die
elektrochemische oder optische Detektionsart darstellt.

Als Redox-Systeme werden bei der Erfindung diejenigen ausgew8hlt, die an
dem verwendeten Arbeitselektrodenmaterial (Platin, Gold, anderes Edelme-
tall) die héchsten Standardaustauschstromdichten zeigen. Hierzu zédhlen
von allen mdglichen Redoxsystemen vorzugsweise nur die besonders rever-
siblen Systeme, wie die auf der Basis von Ferrocen, Rutheniumkomplexen,
Hexacyanoferrat (II/III), Jod/Jodid etc. Besonders vorteilhafte Redoxsy-
steme haben ein Redoxpotential in der Ndhe desjenigen von Sauerstoff, so
daB sie von letzterem nicht gestort werden und man in diesem Fall die
zyklische Voltammetrie auch ohne Inertgasspillung durchfiihren kann.

- Bei der elektrochemischen Zelle 148t sich besonders vorteilhaft auch ei-
ne planare Mikroelektroden-Array-Anordnung einsetzen, weil bei Einzel-
elektrodendurchmessern < 10 mm die Vorteile von Ultramikroelektroden
auftreten. Letztere sind: Redox-Stufen statt Peaks im Voltammogramm,
Verminderung des Verhdltnisses von kapazitiven zu faradayschen Strom,

Rihrunabhédngigkeit, quasi-verbrauchs]oée Messung schon ohne die Spannung
zu zyklisieren u.a..

Als besonders vorteilhafte Molekllklasse fir die Fluoreszenzmarkierung
bieten sich z.B. an Bis-isothiocyanat-Derivat von ,
2-[4’-ch10ro-7’(3"-ethy1-2"-benzothiazo]iny]1den)-3’,5’-(1”’-propaned1y
1)-1',3’,5'-heptatr1en-1’—y1]-3fethy1benzothiazo11umbrom1d groBe Porphy-
rinringe oder geeignete Phthalocyanine an (siehe Abb. 4). Sie lassen

sich durch die preiswerten langwelligen monochromatischen und fremd-
lichtfreien Laserlichtquellen anregen und erzeugen eine Fluoreszenz in
einem Wellenldngenbereich, wo kaum andere Molekiile stéren. Die Verwen-
dung von Laserdioden mit entsprechenden IR-empfindlichen Halbleiterde-
tektoren erlaubt besonders kleine MeBaufbauten (z.B},HaggmeBgerate).
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Die erfindungsgemdBen Vorrichtungen und Arbeitsweisen werden anhand von
Beipielen noch néher erliutert:

Beipiel 1

Verdrangung des markierten Analytmoleklls vom immunologisch prédparierten
Oberfléchenbereich durch das unmarkierte Analytmolekdl in der Probe:

Eine vorteilhafte Ausflhrungsform der erfindungsgemiBen Anordnung und
des erfindungsgeméiBen Verfahrens beruht auf einer kompetitiven Reaktion
zwischen markiertem und unmarkiertem Analytmolekiil. Hier kompensieren
sich nichtspezifische Anbindungen, da sie in beiden Fillen im gleichen
AusmaB auftreten. Winschenswert ist ferner, daB das unmarkierte Analyt-
molekiil eine etwas geringere Bindungskonstante als das markierte auf-
weist, um es effektiver verdringen zu konnen. Dies ist in der Regel der
Falls, da die kovalente Verknlpfung mit einem relativ groBen Markermole-
kil die Antikorper-Antigen-(bzw. allgemein: Molekii1-Komplementérmole-
ki1-) Bindung schwicht, weil sich beide Molekile nicht mehr optimal néd-
hern kénnen.

Als Modellanalyt wurde in diesem Beispiel Humanserumalbumin (HSA) ge-
wdh1t. Als immobilisiertes Partnermolekill wurde der dazugehérige Anti-
kérper (anti-HSA) verwendet. Die anti-HSA Antikérper wurden mit den be-
kannten Immobilisierungstechniken an die Oberfliche von Sepharose-Mate-
rial Kkleiner KorngréBe (150 mm) angebunden und mit fluoreszenzmarkierten
HSA belegt. Als Fluoreszenzmolekil wurde eine Europiumchelat (BCPDA) ge-
wih1t. An ein HSA Makromolekil konnten mehrere fluoreszierende Chelat-
komplexe kovalent angebunden werden (20-30). Die Europiumchelatverbin-
dung wurde in diesem Beispiel anstelle des IR-Licht emittierenden Mar-
kers genommen, weil die hier auftretende Fluoreszenz wesentlich langsa-
mer abklingt als die der stdrenden Probenmatrix (EiweiBmolekile bei bio-
logischen Proben). Gemessen wurde am Ende einer kleinen Sidule, die mit
den Sepharose-Material und dem markierten Immunkomplex beladen war. Bei
Zugabe von unmarkierten HSA wurde das mit dem Fluoreszenzmarker versehe-
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ne von der Oberfldche der mit HSA-Antikdrpern beladenen Sepharose-Parti-
kel.verdringte HSA Molekiil in einer DurchfluBmeBzelle vermessen. Dazu
wurde Licht der Wellenldnge 350 nm verwendet, dessen Strahiengang durch
einen optischen Chopper mit einer Frequenz von 140 Hz zerhackt wurde. Im
rechten Winkel zum Anregungslicht wurde das Fluoreszenzlicht gemessen.
Als Lichtdetektor wurde ein Photomultiplier verwendet und am Lock-In
Verstédrker ein Phasenwinkel von 0°'e1ngestel]t; Die Abb. 5 zeigt die
Signale, die durch die Zugabe von unmarkiertem HSA gemessen werden kén-
nen. Sie sind der HSA-Konzentration der auf die Sdule aufgegebenen Probe
proportional. Durch diese MeBtechnik lassen sich pro Zeiteinheit wesent-
1ich mehr Proben analysieren, als mit der Photonenz&hlung, die auch der
FIA-Technik verschlossen bleibt. Neben HSA konnten durch die Immobili-
sierung entsprechender mono- und polyklonaler Antikérper auch andere
Analyte, wie Atrazin oder andere Schadstoffe sehr empfindlich im sub
ppm-Bereich mit hoher Genéuigkett bestimmt werden.

Beipiel 2
Elektrochemische Detektion von Redox-markierten Ana]ytmo]ekﬁ1en:r

Als Analyt wurde das umweltrelevante Atrazin gewéhlt. Letzteres wurde

~ durch Standardmethoden der organischen Synthese in 6 Stufen mit einem
modifizierten Ferrocen-Moleklil kovalent verknlipft. Das ausgewdhlte, sehr
reversible Redox-System muBte zuvor in eine wasserldsliche Form durch
Anfiigen stark polarer Seitenketten Uberflhrt werden. Die einzelnen che-
mischen Syntheseschritte, die - ausgehend vom kommerziell erh&ltlichen
Ausgangsprodukt - notwendig waren sind in Abb. 6 aufgefihrt.

Die letzte Verbindung, das redoxmarkierte Atrazin wurde nach Reinigung
sowohl filr die Verdréngungsmethode als auch fiir die kompetitive Methode
in einem Atrazin-Assay eingesetzt. Die entsprechenden Antikérper wurden
von Hock et al. in der Literatur beschrieben [1,2]. Die Abb. 7 zeigt zy-
klische Voltammogramme dieses redoxmarkierten Atrazins in extrem hoher
Verdinnung auf einer Trigeroberfliche. Bedingt durch den unmittelbaren
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Kontakt des Redoxsystems mit der Arbeitelektrodenoberfliche und dem
Nichtvorhandensein von andiffundierenden oder abdiffundierenden Redoxmo-
lekllen ergeben sich im zykiischen Voltammogramm scharfere Peaks als (b-
lich. Dieser Effekt wirkt auch empfindlichkeitssteigernd.

Beispiel 3

Steigerung der Nachweisgrenze durch repetitive elektrochemische Oxida-
tion mit anschlieBender Reduktion:

Als reversibles Redox-System wurde Hexacyanoferrat (II/III) in einem
Verhdltnis von etwa 1 : 1 gewdhlt. Die typische Nachweisgrenze fir die-
ses System bei der klassischen zyklischen Voltametrie 1iegt im mi11imo-
Taren Konzentrationsbereich. Durch die Methods der elektronischen Sig-
nalmittelwertbildung, die hier wegen der vertrauchslosen MeBtechnik an-
gewandt werden kann, lassen sich, wie Abb. 8 zeigt, noch extrem geringe
Redoxkonzentrationen weit unterhalb des mikromolaren (mmol/L) Bereiches
mit einem sehr guten Signal/Rauschverh&itnis quantitativ bestimmen. Bei
einer Zyklusfrequenz von ca. 1000 Hz kénnen beispielsweise in einer Se-
kunde 1000 Oxidations- und Reduktionsreaktionen durchgeflhrt werden, was
bezliglich des elektrochemischen Signals gleichbedeutend mit einer zehn-
tausendfach héheren Redoxmittelkonzentration (verglichen zur Ublichen
0,1 Hz Arbeitsweise) ist oder einer entsprechend erhthten Elektronen-
transferzahl entspricht, was gleichbedeutend wire mit einem Analytmole-
ki1, an dem eine entsprechende Anzahl von Ein-Elektronen-Redoxmoleklilen
angebunden wiéren.

Beispiel 4

Unterdrickung des kapazitiven Stromanteils bei schnellen zyklischen
Voltammogrammen durch Anwendung der zyklischen Mittelwertbildung:
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Bekanntlich tritt bei schnellen Potential5nderdngsgeschw1nd1gkeiten,we-
gen der entsprechenden Umladung der Doppelschichtkapazitdt an der Ar-
beitelektroden-Grenzfliche ein sog. kapazitiver Strom auf, dessen GréBe
leider proportional zur Anderungsgeschwindigkeit ist, so daB eigentlich
eine extrem schnelle Zyklusgeschwindigkeit bei der zyklischen Voltamme-
trie ausgeschlossen sein sollte, weil dieser Anteil den des betreffenden
Redox-Peaks (faradayscher Strom) bei weitem dbersteigt und zu Voltammo-
grammen flhrt, wie sie in Abb. 9 dargestellt werden. Fiihrt man hingegen
bei Makro-Arbeitselektroden die Spannungskoordinatenwerte &hnlich wie
bei einem X-Y-Schreiber riickwdrts zéhlend auf die einzelnen Digitalkani-
le des Mittelwertbildners oder Scan-Recorders mit dieser Vorrichtung, so
fuhrt die Umkehrung des Vorzeichens der Stromstérke bei der Aufaddition

" in ein und denselben Kanal (der einem genau bestimmten Arbeitselektro-
denpotential zugeordnet ist) zu einer Kompensation des kapazitiven
Stromanteils. Dies geschieht nahezu vollstdndig, da der Kapazitétsstroh
bei konstanter Doppelschichtkapazitét (bei gleichem Arbeitselektrodenpo-
tential) bis auf das Vorzeichen der Potentialdnderungsgeschwindigkeit
du/dt proportional ist. Lediglich die faradayschen Strompeaks, die pro-
portional der Konzentration des Redoxsystems sind, werden durch diesen
Scha]tungtrick nicht kompensiert, da sie bei unterschiedlichen Potentia-
Ten ablaufen. Man erhdlt also ein rauscharmes,rgemitté1tes zyklisches

' Voltammogramm, daB wie in Abb. 8e gezeigt, aussieht. Erst durch diese
schaltungstechnische und elektronische Vorrichtung ist es mbglich, mit
Potentialzyklusraten von weit Uber 100 Hz zu arbeiten.

Beispiel §

Unterdriickung des kapazitiven Stromanteils durch Anwenduhg eines Ul-
tra-Mikroelektroden-Arrays:

Wird die Oberfldche der,Arbeitselektfode verkleinert, so verringert sich
die zugehdrige Doppelschichtkapazitdt wesentlich stérker als die fara-
daysche Stromdichte, d.h. das Verhdltnis von faradayschem Strom (der
analytproportional ist) zu kapazitivem wird extrem verbessert, so daB
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extrem schnelle Potentialdnderungsgeschwindigkeiten vom > 500 V/sec még-
1ich werden. Zusétzlich sorgen die verdnderten Diffusionsbedingungen fir
die elektroaktive Species zu einer anderen Signalform. Ultra-Mikroelek-
troden (Durchmesser < 10 mm) erlauben zum Unterschied zu einer planaren
Diffusion bei Makroelektroden sphdrische Diffusionsbedingungen und set-
zen so wenig Substanz um, daB es zu keiner in die Lésung hineinwachsen-
den Verarmungsschicht kommt, was sich im Voltammogramm durch eine klare
Stufe und ein stabiles Grenzstromplateau zeigt. Die Abb. 10 zeigt den
Unterschied zwischen einem zyklischen Voltammogramm einer Spur eines Re-
doxsystems bei einer Makroelektrode und einem Ultra-Mikroelektro-
den-Array der in Abb. 3 offenbarten geometrischen Anordnung. Das Array
hat genau die gleichen Eigenschaften wie eine einzelne Ultra-Mikroelek-
trode, hat jedoch den Vorzug, daB die Stromstirke entsprechend der An-
zahl der Elektroden vergréBert ist.

Beipiel 6
Anordnung fir eine besonders einfache Ausfihrungsform:

Anstelle der erzwungenen Strdmung bei der FlieBinjektionsanalyse kbnnen
vorzugsweise auch Kapiliarkréfte herangezogen werden. Neben dem Prinzip
der Papier- und Diinnschichtchromatographie kénnen auch andere Triger fir
die immobilisierten Partnermolekiile verwendet werden. Ein Beispiel daflr
kann ein Stiick einer sdulenférmigen Kreide (oder Sinterglas/keramik)
darstellen. Hier werden bei haptendhnlichen Analyten die Antikérpermole-
kile schon vor der Immobilisierung an der Kreideoberfliche mit den mar-
kierten Analytmolekllen abgesittigt. Die Immob111sierung kann durch ein-
faches Eintauchen in dieser L8sung geschehen, wobei man die Laufstrecke
beobachten kann. Die Moleklil-Assoziate werden mittels bifunktioneller
Reagenzien quervernetzt bzw. an der Oberfldche fixiert. Von dieser pri-
médren immunologischen Zone wird, getrennt durch eine unbehandelte FlieB-
strecke, eine zweite Moleki1-Sammelzone errichtet. Aus Grinden einer ho-
hen Empfindlichkeit genligt hierbei ein schmaler Bereich unmittelbar am
Ende des Kreidetrégers. Im Beispiel wird die Endoberfliche mit den glei-
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chen Antikﬁrpern versehen, die auch in der primiren immunologischen Zone
verwendet wurden, nur mit dem Unterschied, daB hier die analytselektiven
Bindungsstelien frei sind, so daB sie die durch den unmarkierten Analy-
ten in der Probe freigesetzten markierten Analytmolkiile wieder aufsam-
meln und auf kleinstem Raum konzentrieren. Die elektrochemische oder
fluorimetrische Messung erfolgt dann auf der polierten Endfléche der
Kreidesdule. Die Stromung eines Trigerelektrolyten oder der Probe durch
die Kapillarkrifte wird durch Aufsetzen eines saugfihigen Pfropfens auf
diese Endfldche aufrechterhalten. Die vermessene Probemenge muB aus der
Abnahme des Probenvolumens ermittelt werden. -

Wird bei der Erfindung ein Tréger (z.B. Durchf1uB-S&u1e, FlieBpapier,
Membranfilter etc.) verwendet, an dem ein Partner gebunden ist, wird
dieser mittels einer kompetitiven Reaktion durch den unmarkierten Analy-
ten verdréngt. Er wird jedoch am Ausgang der Sﬁu]ernoch vor der Messung
erneut von immobilisierten Komplementmoleklilen gebunden und dadurch zur
eigentlichen Messung angereichert wobei gleichzeitig auch stérende Be-
gleitstoffe durch Splilen entfernt werden kdnnen bevor die extrem emp-
findliche elektrochemische oder optische Messung repetitiv durchgefihrt
wird und durch Signalmittelwertbildung das Signal-zu-Rausch-Verh&ltnis
beliebig gesteigert wird. '
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Verfahren und Vorrichtung zur Empfindlichkeits- und Selektivititssteige-
rung bei Immuno-Assays, Molekiil-Rezeptor-, DNA-komplementdr DNA- und
Gast-Wirtsmolekll-Wechselwirkungs-Assays

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Durchfilhrung besonders empfindlicher Immuno-Assays
und weiteren Assays, die auf Molekiil-Rezeptor-, DNA-komplemen-
tdr- DNA-Strang- sowie Gast-Wirtsmolek(l-Wechselwirkungskrdften beru-
hen, gekennzeichnet durch schnelle und repetitive Messungen der
Stromstdrke oder des Fluoreszenzlichtes und Doppelmessung und Ver-
gleich/Quotientenbildung in mindestens zwei MeBzonen bzw. Kalibrierung
analog der Methode des inneren Standards, unter Verwendung stabiler re-
dox- oder IR-fluoreszenzmarkierter Analytmolekile bei Immuno-Assays und
dhnlichen Assays.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als
analyterkennende Moleklile oder Molekiilassoziationen die jeweiligen Part-
ner der sich extrem selektiv verbindenden Molekiil-Paare: Antikérper (An-
tikdrperfragment mit Bindungsstelle) - Antigen, Moleklil - Rezeptor,
DNA-Abschnitt - komplementérer DNA-Abschnitt sowie Gastmoleklil - Wirts-
molekil an besonderen Oberflichen und in bestimmten Zonen verteilt immo-
bilisiert verwendet werden.

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das
zum Analyten komplementére Partnermolekiil an einem stationiren Tréger an
zwei getrennten Zonen immobilisiert wird, wobei die Molekiile der ersten
Zone zu Beginn einer Analyse mit dem redox- oder f]uoreszensmarkierten
Analytmolekiil abgesdttigt werden, so daB dadurch alle Bindungsstellen
blockiert sind und bei Kontakt mit dem nicht markierten Analytmolekil
aus der Probe eine Verdrdngung der markierten Analytmolekiile stattfin-
det, wobei letztere aber an anderer Stelle der Vorrichtung auf mbglichst
kleinem Volumen wieder gesammelt werden, bevor sie elektrochemisch oder
optisch repetitiv bis zum gewlinschten Signal/Rauschverhiltnis vermessen
werden,
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4. Vorrichtung nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB
neben der Verdrdngungsreaktion auch eine kompetitive Bindungsreaktion
zwischen dem unmarkierten Analytmolekil in einer Probe und dem re-
dox- oder fluoreszenzmarkierten Analytmolekiil, das jeder Probe im be-
kannten Verhiltnis zugegeben werden muB, an trigergebundene Partnermole-
kiile ablaufen kann, wobei hier nach Splilung der nicht gebundenen Moleki-
Te und Entfernen der Probenmatrix die repetitive elektrochemische oder
optische Messung erfolgen kann. '

5. Vorrichtung nach AnSpruch 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da8
die betreffenden analyterkennenden Komplementmolekile auf Tréigeroberfléd-
chen immobilisiert sind, die die repetitive elektrochemische oder opti-
sche Messung erméglichen, also entweder den innigen Kontakt mit einer
planaren elektrochemischen Drei-Elektroden-MeBzelle erlauben bzw. die
Messung des IR-Fluoreszenzlichtes ermdglichen. ‘

6. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB
als Trdger flr die an bestimmten Stellen fixierten analyterkennenden und
selektiv bindenden Komplementmolekiile neben dem typischen Mikrotiterma-
terial Polystyrol vorzugsweise chromatographische stationdre Phasen, wie
adsorbentiengefiilite Sdulen, RP-18 dhnliche Materialien, FlieBpapier-
streifen, Membranfilterstreifen auf Cellulosebasis o.d., die Kapillar-
fluBeigenschaften haben, verwendet werden. -

7. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB
auf einer Probenlaufstrecke (Art affinitatschromatographisther Miniatur-
sdule) mindestens eine primdre immunologische (oder allgemein: analyt-
spezifisch bindende) Zone gegebenenfa1is zusammen mit einer weiteren
Sammel- und Anreicherungszone vorhanden ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die
affinitdtschromatographische Abtrennung, Verdréngung oder kompetitive
Anbindung entweder planar durchgeflihrt wird, so daB die planare elektro-
chemische Drei-Elektroden-MeBkette ungehinderten Kontakt mit unter-
schiedlichen Oberfldchenabschnitten finden kann und auch die optische

Messung alternativ zwischen einem Trégeruntergrund und den MeBzonen os-
zillieren kann. '
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9. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB als
Sammel- und Anreicherungsphase eng begrenzte Zonen in der Proben-FlieB-
richtung hinter der primédren immunogenen Zone (obiger Definition) ange-
legt werden, die aus den betreffenden analyterkennenden und -bindenden
Komplementmolekilen bestehen, die aber freie Bindungsstellen haben und
die so gesammelten redox-aktiven oder fluoreszierenden Analytmolekiile
der repetitiven Messung zufilhren.

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB als
zweite Sammel- und Anreicherungszone die Lipophilie der markierten Ana-
lytmoleklle dadurch ausgenutzt wird, daB anstelle der betreffenden Kom-
plementmoleklle eine 1ipophile Zone mit #1- oder wachsgetrinkter Ober-
fldche oder RP-18 Material verwendet wird, wobei bei ionalen Analyten

dieser Phase noch ein 1ipophiles Gegenion zur Ionenpaarbildung zugefigt
wird.

11. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da8 die
Sammel- und Anreicherungsphase filr die in der priméren Reaktionszone
verdringten markierten Analytmolekiile durch eine entsprechend der Mol-
masse des markierten Analytmoleklls gewihlten Dialysemembran gegeben
ist, die in einem gewissen Abstand zur primiren Reaktionszone angebracht
ist, und die sowohl stationér mittels aufgedapfter Elektroden wie auch
demontiert elektrochemisch vermessen werden kann.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die-
se Dialysiermembran zusdtzlich an der in FlieBrichtung an erster Stelle

Tiegenden Oberfldche die analytbindenden Komplementirmoleklle immobili-
siert enthdlt.

13. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die
Sammel- und Anreicherungszone dadurch erzielt wird, daB das Lésungsmit-
tel durch Anwendung von Hitze und Transportgas am Ende der Probenlauf-
strecke verdampft wird.
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14. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 13, dadurch gekennzeichnet,

- daB die primire analyterkennende und -bindende Reaktionszone und die da-
von getrennte Sammel- und Anreicherungszone innerhalb eines teststrei-
fendhnlichen Trdgers mit Kapillarkrdften 1iegt, so daB der Transport der
fllussigen Probe durch die verschiedenen Zonen durch letztere erreicht
werden kann und keine externe Pumpe notwendig ist, wobei die Auswertung
iber konzentrationsproport1ona]e Strecken oder integrale Signale lber
die charakteristischen Streckenabschnitte erfolgt und auch redundant
ist. Das Auswertgerdt ist hier ein Scanner mit optischer oder elektri-
scher Messung. Bei dem e]ektrochemischen'“Scannen" werden walzenfdrmige
Arbeitselektroden verwandt.

15. Vorrichtung nach Anspruch'z bis 14, dadurch gekennzeichnet,
daB die Messung der Konzentration der redoxmarkierten Analytmolekile auf
den entsprechenden Oberfidchenzonen der erfindungsgeméBen Vorrichtung
durch die elektrochemische Methode der schnellen zyklischen Voltammetrie
oder einer anderen Methode, die ohne Netto-Umsatz (Substanzverbrauch)
“arbeitet, mittels einer planaren Drei-ElektrodenmeBzelle, die zusammen
mit einem geeigneten Grundelektrolyten auf diese Stellen gepresst wird,
erfolgt (Prinzip der Dinnschicht-MeBzelle). ' '

~16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die
planare oder quasi-planare elektrochemische Drei-ElektrodenmeBzelie an-
stelle einer Makro-Arbeitselektrode aus einem Edelmetall, wie Platin,
Gold o0.4. ein Ultra-Mikroelekiroden-Array aus den gleichen Materialien
mit Einzelelektrodendurchmessern < 10 mm enthdlt, um den bei schnellen
zyklischen Voltammogrammen stark ansteigenden'kapazitiven Strom zu ver-
kleinern. ' '

17. Vorrichtung ﬁach'Anspruch 15 und 16, dadurch gekennzeichnet,
daB die Arbeitselektrode oder das dazu benutzte Ultra-Mikroelektro-

den-Array in die betreffenden Zonen des Assays integriert sind.

18. Vorrichtung nach Anspruch 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet,
daB das zyklische Voltammogramm mit einer hohen Repetitionsrate im Be-
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reich 1 bis >> 100 Hz nicht wie Ublicherweise auf einem X-Y-Schreiber
sondern auf einem elektronischen Mittelwertbildner registriert wird, der
so geschaltet ist, daB die digitalisierten Stromsignale in beiden Poten-
tialrichtungen auf ein und denselben spannungsproportionalen Kanal ad-
diert werden, was wegen des unterschiedlichen Vorzeichens des kapaziti-

~ ven Stromanteils bei den unterschiedlichen Anderungsrichtungen einer na-
hezu 100 %igen Kompensation dieses stbrenden nicht-faradayschen Stromes
gleichkommt, wédhrend die konzentrationsabhidngigen Stromspitzen der Re-
doxmoleklle bei unterschiedlichen Potentialen auftreten und daher sich
gegenseitig nicht kompensieren.

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als
Arbeitselektrode das Ultra-Mikroelektroden-Array verwendet wird.

20. Vorrichtung nach Anspruch 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet,
daB der MeBvorgang eines Analyten automatisch computergesteuert in der
Weise abfolgt, daB sowohl die von der Anordnung aufgenommene Probemenge
als auch die Sammelzeit reproduzierbar eingehalten werden und die repe-
titive elektrochemische Messung jeweils mit gleicher Zahl an Additions-
zyklen, die von dem Signal/Rauschverhdltnis abhingt, durchgeflhrt wird.

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB als
Redox-Marker-Molekille, die mit dem Analytmolekil kovalent verknlpft wer-
den, Redox-Systeme mit besonders hoher Standardaustauschstromdichte ver-
wendet werden, die sich im betreffenden L&sungsmittel oder in der Pro-
benmatrix ldsen.

22, Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB als
besonders reversible Redox-Systeme wasserldsliche, stabile und lagerfi-
hige Ferrocenderivate, Rutheniumkomplexe, Hydrochinone, Hexacyanoferrat
(II/111), Jod/Jodid o0.d. verwendet werden, die (iber Spacermolekiiie mit
dem Analytmolekiil verbunden werden.

23. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14 dadurch gekennzeichnet, daB
als Markermolekiile fir die repetitive optische Detektion stabile, iager-
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fihige'spe21e11e Moleklile verwendet werden, die Licht der Wellenlédnge >
700 nm absorbieren und im langwelligeren Bereich wieder als Fluoreszenz-
1icht emittieren. :

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB als
Molekiilklasse fir die vorteilhafte IR-Fluoreszenzmarkierung das Bis-iso-
thiocyanat-Derivat von 2-[4'-chloro-7'(3"' -ethy1:2" -benzothiazoliny-
1iden)- 3/,5’-(1/’'-propanedyl)-1’, 3’, 5’ -heptatrien-1’ y1]-3-ethyl-
benzothiazoliumbromid, Porphyrinderivate mit groBen 2n+l Pi-Elektronen-
systemen oder Phthalocyanine verwendet werden, die sich auch durch be-
sonders hohe Extinktionskoeffizienten auszeichnen.

25. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
daB die repetitive optische Messung, die dem Mittelwertbildner zugefihrt
wird dadurch erreicht wird, daB abwechseind die zu messende fluoreszie-
rende Oberflichenzone und der Trégeruntergrund an einer nicht mit der
Sammelphase oder den Komplementdrmolekiilen bedeckten Stelle gemessen
wird, was durch eine Relativbewegung des optisches Strahles erreicht
werden kann. : '

26. Vorrichtung nach Anspruch 2 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
daB als optische AnregungsqueT]e'anstelle einer weiBen Lichtquelle und
eines Monochromators eine intermittierend betriebene Laserdiode im
IR-Wellenlingenbereich mit hoher Strahlungsdichte, Monochromasie und
Streulichtfreiheit zusammen mit einer Lock-in Verstarkungstechnik ver-

~ wendet wird. '

27. Verfahren zur Konzentrationsbestimmung eines Partners eines sich
chemisch selektiv erkennenden komplementdren Molekiiipaars (Antikér-
per-Antigen, Rezeptor-Rezeptormolekiil, DNA-Sequenz-komplementérer
DNA-Strang, Gast-Wirtsmolekiil) mittels eines Immuno-Assays nach den An-
spriichen 1 bis 26, dadurch-gekennzeichnet, daB redox- und fluoreszenz-
markierte Analytmolekiile eingesetzt werden und die elektrochemische bzw.
optische Messung der Verteilung dieser markierten Molekile in den ver-
schiedenen Zonen der Testvorrichtung ohne Materialverbrauch erfolgt, so
daB bé]iebig viele repetitive Messungen mdglich sind.
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28. Verfahren nach Anspruch 1 und 27, dadurch gekennzeichnet, daB
die repetitiven Messungen in reproduzierbarer Art und Weise einem Sig-
naimittelwertsbildner zugefligt werden, so daB das Signal/Rauschverhilt-
nis zwischen dem faradayschen Strom und dem Untergrund sowie der Ober-
fliche mit den fluoreszierenden Molekilen und der freien Trigeroberfli-
che entscheidend verbessert wird.
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Verfahren und Vorrichtung zur Empfindlichkeits- und Selektivitdtssteige-
rung bei Immuno-Assays, Molekll-Rezeptor-, DNA-komplementdr DNA- und
Gast-Wirtsmoleklil-Wechselwirkungs-Assays

Zusammenfassung:

Verfahren zur Durchfiihrung besonders empfindiicher Immuno-Assays und
weiteren Assays, die auf Molekil-Rezeptor-, DNA-komplemen-

tir- DNA-Strang- sowie Gast-Wirtsmolek(l-Wechselwirkungskréften beru-
hen, mit schnellen und repetitiven Messungen der Stromstédrke oder des
Fluoreszenzlichtes und Doppelmessung und Vergleich/Quotientenbildung in

mindestens zwei MeBzonen bzw. Kalibrierung analog der Methode des inne-

ren Standards, unter Verwendung stabiler redox- oder IR-fluoreszenzmar-
kierter Analytmolekile bei Immuno-Assays und &hnlichen Assays.

Fig. 1
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Abb. 7
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A: 160 mV/sec
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